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(57) Abstract: The invention relates to a device comprising a planar optical wave-guide which forms part of a sensor platform and 
a layer (g) which is in contact with said sensor platform directly or through an intermediate sealing medium and which is sealed 
directly or with the sealing medium. Said layer has a plurality of recesses which are open at least at the side of the sensor platform 
and which form a plurality of sample containers in a two-dimensional arrangement. The invention is characterized in thai different 
biochemical or biological identifying elements for specifically identifying and bonding different analytes are immobilized in five 
or more discrete measuring areas (d) in a single sample container respectively. Said measuring areas interact optically with the 
excitation light from the optical wave-guide, which forms parts of a sensor platform. Said sensor platform forms a delimiting surface 
of the sample containers. Sample or reagent liquids that have been supplied to said sample containers can be removed therefrom and 
other sample or reagent liquids can then be supplied to the same sample containers, optionally without washing. 
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(57) Zusammenfassung: Gegenstand der Eriindung ist eine Vorrichtung. umfassend einen planaren optischen Wellcnleiter als Be- 
standteil ciner Sensorplattform und einc mit der Sensorplattform direkt oder uber ein dichtendes Medium vermittclt in Kontakt 
stehende, direkt dicht verschlicssende oder uber das dichtende Medium dicht verschlossene Schicht (g) mit einer Vielzahl von min- 
destens zur Seite der Sensorplattform offenen Aussparongen, welche eine Vielzahl von Probenbehaitnissen in einer zweidimcnsio- 
nalen Anordnung bilden, dadurch gekennzeichnet, dass in jeweils funf oder mehr diskreten Messbereichcn (d) in einem einzclnen 
Probenbehaltnis unterschiedliche biochemische oder biologische Erkennungselemente zur spezifischen Erkennung und Bindung un- 
terschiedlicher AnaJyten immobilisiert sind, wobei die besagten Messbereiche in optischer Wechselwirkung mit dem Anregungslicht 
aus dem optischen Wellenleiter, als Bestandteil einer Sensorplattform, stehen, welch eine Begrenzungsflache dieser Probenbehalt- 
nisse bildet, wobei den Probenbchaltnissen zugefiihrte Proben- oder Reagensflussigkeiten abgefUhn und nachfolgend weitere Proben- 
oder Reagensflussigkeiten, gegebenenfalls ohne Waschscritte. den gleichen besagten Probenbehaltnissen zugefuhrt werden kfinnen. 



WO 01/13096 . , PCT/EPOO/07529 




Vorrichtung und Verfahren zur Multianalytbestimmung 

Die Erfmdung betrifft eine Vorrichtung, umfassend eine Vielzahl von 
Probenbehaltnissen, in denen in jeweils funf Oder mehr diskreten 
Messbereichen unterschiedliche biochemische oder biologische 
Erkennungselemente zur spezifischen Erkennung und Bindung 
unterschiedlicher Analyten immobilisert sind, wobei die biologischen oder 
biochemischen Erkennungselemente in diesen Messbereichen entweder 
direkt oder iiber eine Haftvermittlungsschicht und gegebenenfalls noch 
weitere Schichten auf der Oberflache eines optischen Wellenleiters als 
Bestandteil einer Sensorplattform immobilisiert sind, welche eine 
Begrenzungsflache dieser Probenbehaltnisse bildet. Dabei kann die 
Sensorplattform in verschiedenen Ausfiihrungsformen vorliegen. 
Die Erfindung betrifft auch ein analytisches System, welches eine 
erfindungsgemasse Vorrichtung mit verschiedenen Ausfiihrungsformen der 
Sensorplattform, ein optisches System zur Lumineszenzbestimmung mit 
mindestens einer Anregungslichtquelle und mindestens einem Detektor zur 
Erfassung des von den Messbereichen ausgehenden Lichts sowie 
Zufuhrungsmittel, um eine oder mehrere Proben mit den Messbereichen auf 
der Sensorplattform in Kontakt zu bringen, umfasst. Weiterer Gegenstand 
der Erfindung sind Lumineszenznachweisverfahren mit erfindungsgemassen 
Sensorplattformen, optischen Systemen und analytischen Systemen sowie 
die Verwendung dieser Verfahren fur die quantitative Affinitatssensorik 
sowie fur verschiedene weitere Anwendungen. 

Ziel der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung von 
Messanordnungen mit einer Vielzahl von kleinvolumigen 
Probenbehaltnissen, in denen eine Vielzahl von Analyten durch ein 
hochenipfindliches Nachweisverfahren gleichzeitig bestimmt werden kann. 
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Zur Bestimmung einer Vielzahl von Analyten sind gegenwartig vor allem 
Verfahren verbreitet, in denen in sogenannten Mikrotiterplatten der 
Nachweis unterschiedlicher Analyten in diskreten Probenbehaltnissen oder 
"Wells" dieser Platten erfolgt. Am weitesten verbreitet sind dabei Platten 
mit einem Raster von 8x12 Wells auf einer Grundflache von 
typischerweise ca. 8 cm x 12 cm, wobei zur Fullung eines einzelnen Wells 
ein Volumen von einigen hundert Mikrolitem erforderlich ist. Fur 
zahlreiche Anwendungen ware es jedoch wiinschenswert, mehrere Analyten 
in einem einzigen Probenbehaltnis, unter Einsatz eines moglichst kleinen 
Probenvolumens zu bestimmen. 



In der US-P 5,747,274 werden Messanordnungen und Verfahren zur 
Fruherkennung eines Herzinfarkts, durch die Bestimmung mehrerer von 
mindestens drei Herzinfarktmarkern beschrieben, wobei die Bestimmung 
dieser Marker in individuellen oder in einem gemeinsamen Probenbehaltnis 
erfolgen kann, wobei im letzteren Falle, der gegebenen Beschreibung 
folgend, ein einziges Probenbehaltnis als ein durchgehender Flusskanal 
ausgebildet ist, dessen eine Begrenzungsflache beispielsweise eine 
Membran bildet, auf der Antikorper fur die drei verschiedenen Marker 
immobilisert sind. Es gibt jedoch keine Hinweise auf eine Bereitstellung 
von mehreren derartigen Probenbehaltnissen oder Flusskanalen auf einem 
gemeinsamen Trager. Ausserdem werden keine geometrischen Angaben 
iiber die Grossen der Messflachen gegeben. 

In den WO 84/01031, US-P 5,807,755, US-P 5,837,551 und US-P 
5,432,099 wird die Immobilisierung fur den Analyten spezifischer 
Erkennungselemente in Form kleiner "Spots" mit teilweise deutlich unter 1 
mm 2 Flache auf festen Tragern vorgeschlagen, um durch Bindung eines nur 
kleinen Teils vorhandener Analytmolekiile eine nur von der Inkubationszeit 
abhangige, aber - in Abwesenheit eines kontinuierlichen Flusses - vom 
absoluten Probenvolumen im wesentlichen unabhangige 
Konzentrationsbestimmung des Analyten vomehmen zu konnen. Die in den 
zugehorigen Ausfiihrungsbeispielen beschriebenen Messanordnungen 
beruhen auf Fluoreszenznachweisen in konventionellen Mikrotiterplatten. 
Dabei werden auch Anordnungen beschrieben, in denen Spots von bis zu 
drei unterschiedlichen fluoreszenzmarkierten Antikorpern in einem 
gemeinsamen Mikrotiterplattenwell ausgemessen werden. Den in diesen 
Patentschriften dargelegten theoretischen Uberlegungen folgend, ware eine 
Minimierung der Spotgrosse wiinschenswert. Limitierend wirke jedoch die 
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minimale Signalhohe, die vom Untergrundsignal unterschieden werden 
konne. 

Zur Erreichung tieferer Nachweisgrenzen sind in den vergangenen Jahren 
zahlreiche Messanordnungen entwickelt worden, in denen der Nachweis des 
Analyten auf dessen Wechselwirkung mit dem evaneszenten Feld beruht, 
welches mit der Lichtleitung in einem optischen Wellenleiter verbunden ist, 
wobei auf der Oberflache des Wellenleiters biochemische oder biologische 
Erkennungselemente zur spezifischen Erkennung und Bindung der 
Analytmolekiile immobilisiert sind. 

Koppelt man eine Lichtwelle in einen optischen Wellenleiter ein, der von 
optisch diinneren Medien, d.h. Medien mit niedrigerem Brechungsindex 
umgeben ist, so wird sie durch Totalreflektion an den Grenzflachen der 
wellenleitenden Schicht gefiihrt. In die optisch diinneren Medien tritt dabei 
ein Bruchteil der elektromagnetischen Energie ein. Diesen Anteil bezeichnet 
man als evaneszentes oder quergedampftes Feld. Die Starke des 
evaneszenten Feldes ist sehr stark abhangig von der Dicke der 
wellenleitenden Schicht selbst sowie vom Verhaltnis der Brechungsindices 
der wellenleitenden Schicht und der sie umgebenden Medien. Bei diinnen 
Wellenleitern, d. h. Schichtdicken von derselben oder niedrigerer Dicke als 
der zu fuhrenden Wellenlange, konnen diskrete Moden des geleiteten Lichts 
unterschieden werden. Derartige Verfahren haben den Vorteil, dass die 
Wechselwirkung mit dem Analyten auf die Eindringtiefe des evaneszenten 
Feldes ins angrenzende Medium, in der Grossenordnung von einigen 
hundert Nanometern, beschrankt ist und Storsignale aus der Tiefe des 
Mediums weitgehend vermieden werden konnen. Die ersten 
vorgeschlagenen derartigen Messanordnungen beruhten auf 
hochmultimodalen, selbsttragenden Einschichtwellenleitern, wie 
beispielsweise Fasern oder Plattchen aus transparentem Kunststoff oder 
Glas, mit Starken von einigen hundert Mikrometern bis zu mehreren 
Millimetem. 

In der US-P 4,978,503 wird eine Messanordnung beschrieben, in der eine 
fliissige Probe iiber Kapillarkrafte in eine Kavitat eingezogen wird, wobei 
eine optisch transparente Seitenwand als selbsttragender Multimode- 
Wellenleiter ausgebildet ist, wobei zumindest auf einem Teil seiner der 
Kavitat zugewandten Oberflache ("Patch") ein biochemisches 
Erkennungselement zur Erkennung und Bindung eines Analyten aus einer 
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Probe immobilisiert ist. Zwar wird in der obigen Patentschrift die 
Herstellung von Arrays solcher Anordnungen mit mehreren diskreten 
Patches beschrieben, jedoch geht aus den weiteren Erlauterungen hervor, 
dass die Patches seitlich jeweils durch Verbindungsstege, vorgesehen zur 
Verbindung der Boden- und der Deckelplatten der Kapillaren, voneinander 
abgegrenzt sind, so dass nach Vereinzelung der Arrays jede Kapillare nur 
einen Patch immobilisierter Erkennungselemente enthalt. Weiterhin ist in 
dieser Anordnung von Nachteil, dass ein Austausch der in die Kapillare 
gelangten Fliissigkeit nicht vorgesehen ist, welches beispielsweise in einem 
mehrstufigen Assay wiinschenswert ware. 

In der WO 94/27137 werden Messanordnungen beschrieben, in denen 
"Patches" mit unterschiedlichen Erkennungselementen, zum Nachweis 
unterschiedlicher Analyten, auf einem selbstragenden optischen 
Substratwellenleiter (Einschichtwellenleiter) mit 
Stirnflachenlichteinkopplung immobilisiert sind, wobei die raumlich 
selektive Immobilisierung mittels photoaktivierbarer Crosslinker erfolgt. 
Gemass der gegebenen Beschreibung konnen mehrere Patches in Reihe in 
gemeinsamen parallelen Flusskanalen oder Probenbehaltnissen angeordnet 
sein, wobei sich die parallelen Flusskanale oder Probenbehaltnisse fiber die 
gesamte Lange des als Sensor genutzten Bereichs des Wellenleiters 
erstrecken, urn eine Beeintrachtigung der Lichtleitung im Wellenleiter zu 
vermeiden. Hinweise auf eine zweidimensionale Integration einer Vielzahl 
von Patches in Probenbehaltnissen relativ kleiner Ausmasse, d.h. von 
deutlich weniger als 1cm 2 Grundflache, werden jedoch nicht gegeben. In 
einer ahnlichen Anordnung werden in der WO 97/35203 verschiedene 
Ausfuhrungsformen einer Anordnung beschrieben, in der in parallelen, 
separaten Flusskanalen oder Probenbehaltnissen fur die Probe und 
Kalibrationslosungen niedriger und gegebenenfalls zusatzlich hoher 
Analytkonzentration unterschiedliche Erkennungselemente zur Bestimmung 
verschiedener Analyten jeweils immobilisiert sind. Auch hier wird jedoch 
keinerlei Hinweis gegeben, wie eine hohe Integrationsdichte 
unterschiedlicher Erkennungselemente in einer zu einem gemeinsamen 
Behaltnis zugefuhrten Probe erreicht werden konnte. Ausserdem ist die 
Emfindlichkeit hoch multimodaler, selbstragender Einschichtwellenleiter 
fur eine Vielzahl von Anwendungen, in denen die Erreichung sehr tiefer 
Nachweisgrenzen erforderlich ist, nicht ausreichend. 



i 
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Zur Verbesserung der Empfindlichkeit und gleichzeitig einfacheren 
Herstellung in Massenfabrikation wurden planare Dunnschichtwellenleiter 
vorgeschlagen. Ein planarer Dunnschichtwellenleiter besteht im einfachsten 
Fall aus einem Dreischichtsystem: Tragermaterial, wellenleitende Schicht, 
Superstrat ( bzw. zu untersuchende Probe), wobei die wellenleitende 
Schicht den hochsten Brechungsindex besitzt. Zusatzliche 
Zwischenschichten konnen die Wirkung des planaren Wellenleiters noch 
verbessern. 



Es sind verschiedene Verfahren fur die Einkopplung von Anregungslicht in 
einen planaren Wellenleiter bekannt. Die am friihesten benutzten Verfahren 
bemhten auf Stirnflachenkopplung oder Prismenkopplung, wobei zur 
Veiminderung von Reflexionen infolge von Luftspalten im allgemeinen 
eine Fliissigkeit zwischen Prisma und Wellenleiter aufgebracht wird. Diese 
beiden Methoden sind vor allem in Verbindung mit Wellenleitern relativ 
grosser Schichtdicke, d. h. insbesondere selbsttragenden Wellenleitern, 
sowie bei einem Brechungsindex des Wellenleiters von deutlich unter 2 
geeignet. Zur Einkopplung von Anregungslicht in sehr dunne, 
hochbrechende wellenleitende Schichten ist demgegeniiber die Verwendung 
von Koppelgittern eine wesentlich elegantere Methode. 

Es konnen verschiedene Methoden zum Analytnachweis im evaneszenten 
Feld gefuhrter Lichwellen in optischen Schichtwellenleitern unterschieden 
werden. Aufgrand des eingesetzten Messprinzips kann man beispielsweise 
zwischen Fluoreszenz- oder allgemeiner Lumineszenzmethoden auf der 
einen Seite und refraktiven Methoden andererseits unterscheiden. Hierbei 
konnen Verfahren zur Erzeugung einer Oberflachenplasmonenresonanz in 
einer dtinnen Metallschicht auf einer dielektrischen Schicht mit niedrigerem 
Brechungsindex in die Gruppe der refraktiven Methoden mit einbezogen 
werden, sofern als Basis zur Bestimmung der Messgrosse der 
Resonanzwinkel des eingestrahlten Anregungslichts zur Erzeugung der 
Oberflachenplasmonenresonanz dient. Die Oberflachenplasmonenresonanz 
kann aber auch zur Verstarkung einer Lumineszenz oder zur Verbesserung 
des Signal-zu-Hintergrund-Verhaltnisses in einer Lumineszenzmessung 
verwendet werden. Die Bedingungen zur Erzeugung einer 
Oberflachenplasmonenresonanz sowie zur Kombination mit 
Lumineszenzmessungen sowie mit wellenleitenden Strukturen sind vielfach 
in der Literatur beschrieben, beispielsweise in den US-Patenten US-P 
5,478,755, US-P 5,841,143, US-P 5,006,716 und US-P 4,649,280. 
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Mit dem Begriff "Lumineszenz" wird in dieser Anmeldung die spontane 
Emission von Photonen im ultravioletten bis infraroten Bereich nach 
optischer oder nichtoptischer, wie beispielsweise elektrischer oder 
chemischer oder biochemischer oder thermischer Anregung, bezeichnet. 
Beispielsweise sind Chemilumineszenz, Biolumineszenz, 
Elektrolumineszenz und insbesondere Fluoreszenz und Phosphoreszenz 
unter dem Begriff "Lumineszenz" mit eingeschlossen. 



Bei den refraktiven Messmethoden wird die Anderung des sogenannten 
effektiven Brechungsindex aufgrund molekularer Adsorption oder 
Desorption auf dem Wellenleiter zum Nachweis des Analyten benutzt. 
Diese Anderung des effektiven Brechungsindex wird, im Falle von 
Gitterkoppler-Sensoren, bestimmt aus der Anderung des Koppelwinkels fur 
die Ein- oder Auskopplung von Licht in oder aus dem Gitterkoppler-Sensor, 
und im Falle von interferometrischen Sensoren aus der Anderung der 
Phasendifferenz zwischen dem in einem Sensorarm und einem Referenzarm 
des Interferometers gefuhrten Messlichts. 

Der Stand der Technik zum Einsatz von einem oder mehreren Koppelgittern 
zum Ein- und/oder Auskoppeln gefuhrter Wellen mittels eines oder 
mehrerer Koppelgitter ist beispielsweise in K. Tiefenthaler, W. 
Lukosz/'Sensitivity of grating couplers as integrated-optical chemical 
sensors", J. Opt. Soc. Am. B6, 209 (1989); W. Lukosz, Ph.M. Nellen, Ch. 
Stamm, P. Weiss, "Output Grating Couplers on Planar Waveguides as 
Integrated, Optical Chemical Sensors", Sensors and Actuators Bl, 585 
(1990), und in T. Tamir, S.T. Peng, Analysis and Design of Grating 
Couplers", Appl. Phys. 14, 235-254 (1977), beschrieben. 

In der US-P 5,738,825 wird eine Anordnung bestehend aus einer 
Mikrotiterplatte mit vollstandig durchgehenden Bohrungen und einem 
Diinnschichtwellenleiter als Bodenplatte, letzterer bestehend aus einem 
diinnen wellenleitenden Film auf einem transparenten, selbsttragenden 
Substrat, beschrieben. In Kontakt mit den aus der durchbohrten 
Mikrotiterplattte und dem Diinnschichtwellenleiter als Bodenplatte 
gebildeten, offenen Probenbehaltnissen sind jeweils Beugungsgitter fur die 
Ein- und Auskopplung von Anregungslicht vorgesehen, um aus Anderungen 
des beobachteten Koppelwinkels die dafttr verantwortlichen Anderungen 
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des effektiven Brechungsindex infolge von Adsorption oder Desorption von 
nachzuweisenden Analytmolekiilen zu bestimmen. Ein Nachweis mehrerer 
Analyten in einem Probenbehaltnis, durch Bindung an verschiedene auf der 
Gitterstruktur in dem Probenbehaltnis immobilisierte Erkennungselemente, 
ist jedoch nicht vorgesehen und erscheint aufgrund des refraktiven 
Messprinzips, d. h. der Bestimmung von relativen Anderungen des 
Koppelwinkels, auch schwer realisierbar. 

Die genannten refraktiven Methoden haben den Vorteil, dass sie ohne 
Verwendung zusatzlicher Markierungsmolekiile, sogenannter molekularer 
Labels, eingesetzt werden konnen. Der Nachteil dieser labelfreien Methoden 
ist jedoch, dass die damit erzielbaren Nachweisgrenzen aufgrund der 
geringen Selektivitat des Messprinzips, in Abhangigkeit von dem 
Molekulargewicht des Analyten auf pico- bis nanomolare 
Konzentrationsbereiche beschrankt sind, was fur viele Anwendungen der 
modemen Spurenanalytik, beispielsweise fur diagnostische Applikationen, 
nicht ausreichend ist. 



Zur Erreichung tieferer Nachweisgrenzen erscheinen lumineszenz- 
basierende Methoden aufgrund grosserer Selektivitat der Signalerzeugung 
besser geeignet. Dabei ist die Lumineszenzanregung auf die Eindringtiefe 
des evaneszenten Feldes in das optisch dunnere Medium, also auf die 
unmittelbare Umgebung des wellenleitenden Bereichs mit einer 
Eindringtiefe in der Grossenordnung von einigen hundert Nanometern ins 
Medium beschrankt. Dieses Prinzip wird evaneszente 
Lumineszenzanregung genannt. 

Mittels hochbrechender Diinnschichtwellenleiter, in Kombination mit 
Lumineszenzdetektion, basierend auf einem nur einige hundert Nanometer 
dunnen wellenleitenden Film auf einem transparenten Tragermaterial, 
konnte in den letzten Jahren die Empflndlichkeit deutlich gesteigert werden. 
Beispielsweise wird in der WO 95/33197 eine Methode beschrieben, in der 
das Anregungslicht tiber ein Reliefgitter als diffraktives optisches Element 
in den wellenleitenden Film eingekoppelt wird. Die Oberflache der 
Sensorplattform wird mit einer den Analyten enthaltenden Probe in Kontakt 
gebracht, und die isotrop angestrahlte Lumineszenz in der Eindringtiefe des 
evaneszenten Feldes befmdlicher lumineszenzfahiger Substanzen wird 
mittels geeigneter Messvorrichtungen, wie zum Beispiel Photodioden, 
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Photomultiplier oder CCD-Kameras, gemessen. Es ist auch moglich, den in 
den Wellenleiter riickgekoppelten Anteil der evaneszent angeregten 
Strahlung iiber ein diffraktives optisches Element, zum Beispiel ein Gitter, 
auszukoppeln und zu messen. Diese Methode ist zum Beispiel in der WO 
95/33198 beschrieben. 

Ein Nachteil aller oben im Stand der Technik, insbesondere in der WO 
95/33197 und der WO 95/33198, beschriebenen Verfahren zur Detektion 
evaneszent angeregter Lumineszenz mit Dunnschichtwellenleitem liegt 
jedoch darin, dass auf der als homogener Film ausgebildeten 
Sensorplattform jeweils nur eine Probe analysiert werden kann. Um weitere 
Messungen auf derselben Sensorplattform durchfiihren zu konnen, sind 
jedesmal aufwendige Wasch- bzw. Reinigungsschritte notwendig. Dies gilt 
insbesonders, wenn ein von der ersten Messung verschiedener Analyt 
detektiert werden soil. Im Falle eines Immunoassays bedeutet dies im 
allgemeinen, dass die gesamte immobilisierte Schicht auf der 
Sensorplattform ausgetauscht oder gleich eine neue Sensorplattform als 
ganzes verwendet werden muss. 

Zur gleichzeitigen oder aufeinanderfolgenden Durchfuhrung von 
ausschliesslich lumineszenzbasierenden Mehrfachmessungen mit im 
wesentlichen monomodalen, planaren anorganischen Wellenleitem sind, z. 
B. in der WO 96/35940, Vorrichtungen (Arrays) bekannt geworden, in 
denen auf einer Sensorplattform wenigstens zwei getrennte wellenleitende 
Bereiche angeordnet sind, die getrennt mit Anregungslicht beaufschlagt 
werden. Die Aufteilung der Sensorplattform in getrennte wellenleitende 
Bereiche hat allerdings nachteilig zur Folge, dass der Platzbedarf fur 
diskrete Messbereiche, in diskreten wellenleitenden Bereichen auf der 
gemeinsamen Sensorplattform relativ gross ist und daher nur eine 
verhaltnismassige geringe Dichte unterschiedlicher Messbereiche (oder 
sogenannter "features") erreicht werden kann. 

Im Sinne der vorliegenden Erfindung sollen raumlich getrennte 
Messbereiche (d) (gemass Abbildung 1) durch die geschlossene Flache 
definiert werden, die dort immobilisierte biologische oder biochemische 
oder synthetische Erkennungselementen zur Erkennung eines Analyten aus 
einer flussigen Probe einnehmen. Diese Flachen konnen dabei eine 
beliebige Geometric beispielsweise die Form von Punkten, Kreisen, 
Rechtecken, Dreiecken, Ellipsen oder Linien, haben. 
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In der WO 98/22799 werden neben einer Vielzahl weiterer Vorrichtungen 
fiir die Ausgestaltung von Probenbehaltnissen fur Messanordnungen zur 
Bestimmung der im evaneszenten Feld eines planaren Wellenleiters 
angeregten Lumineszenz auch solche Vorrichtungen vorgeschlagen, welche 
der Form bekannter Mikrotiterplatten entsprechen. Die Bestimmung 
mehrerer Analyten durch Bindung an verschiedene innerhalb eines 
einzelnen Probenbehaltnisse immobiliserte Erkennungelemente ist jedoch 
auch hier nicht vorgesehen. 

Es besteht daher ein Bediirfnis fiir die Bereitstellung von kleinvolumigen 
Probenbehaltnissen in Kombination mit geeigneten Sensorplattformen, in 
denen eine Vielzahl von Analyten durch ein hochempfindliches 
Nachweisverfahren gleichzeitig ohne grossen Aufwand bestimmt werden 
kann. 



Es wurde nun iiberraschend gefunden, dass durch die gewahlte Kombination 
der hocheffizienten Fluoreszenzanregung im evaneszenten Feld eines 
geeigneten optischen Wellenleiters, insbesondere von 
Dunnschichtwellenleitern, und Anordnung von mehreren Messbereichen 
mit unterschiedlichen biologischen oder biochemischen 
Erkennungselementen in einem einzigen Probenbehaltnis, als Teil eines 
zweidimensionalen Arrays von Probenbehaltnissen auf einer gemeinsamen 
Sensorplattform, wesentlich tiefere Nachweisgrenzen und hohere 
Integrationsdichten von Messbereichen erzielt werden konnen als mit den 
bekannten konventionellen Vorrichtungen und Verfahren (z. B. ELISA- 
Tests auf klassischen Mikrotiterplatten). Dabei kann im jeweiligen 
Nachweisschritt des Verfahrens, unter Zugabe von lumineszenzmarkierten 
Bindungspartnem des jeweiligen Bioaffinit&tsassays, der 
Lumineszenznachweis ohne zusatzlichen Waschschritt durchgefiihrt 
werden, was eine Vereinfachung des Verfahrens bedeutet. 

Uberraschend kann durch die Anordnung mehrerer Messbereiche und 
unterschiedlicher biologischer oder biochemischer Erkennungselemente in 
einem einzigen Probenbehaltnis, unter Zugabe einer einzelnen Probe, in 
einer Einzelmessung bereits statistisch relevante Information, beispielsweise 
zur Assayreproduzierbarkeit, generiert werden. Zugleich zeigen die dabei 
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erzeugten Daten sogar eine geringere Variability als die Ergebnisse einer 
entsprechenden Anzahl von Einzelmessungen in diskreten 
Probenbehaltnissen, da mit der Simultanmessung eine Vielzahl moglicher 
zusatzlicher Variabilitats- und Fehlerquellen fur die voneinander 
unabhangigen Einzelmessungen ausgeschlossen werden. Damit kann eine 
bedeutende Einsparung an Analysenzeit und einzusetzender Proben- und 
Reagentienmenge im Vergleich zu den vorher beschriebenen und bekannten 
Nachweisverfahren (z. B. ELISA-Tests) erzielt werden. Insbesondere ist es 
auch moglich, Referenzierungsmessungen, insbesondere zur Bestimmung 
chemischer Parameter wie z.B. unspezifische Bindung, Crossreaktivitaten, 
Bestimmung von pH oder p0 2 der Probenlosung etc., in jedem einzelnen 
Probenbehaltnis durchzufiihren, indem einer oder mehrere der Messbereiche 
in einem Probenbehaltnis fur derartige Referenzierungsmessungen 
verwendet werden. Damit kann einerseits die Zuverlassigkeit dieser 
Referenzierungsmessungen deutlich erhoht werden gegeniiber den 
herkommlichen Verfahren, in denen diese Messungen in jeweils 
verschiedenen Probenbehaltnissen vorgenommen wurden. 

Weiterhin kann mit der Vorrichtung und dem damit durchgefuhrten 
Nachweisverfahren die Anzahl der Messungen pro Platte und damit der 
Durchsatz auf ein Vielfaches erhoht werden. Damit konnen die 
Reproduzierbarkeit der Messungen und Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit 
verschiedenen Proben deutlich verbessert werden, u. a. weil die ublichen 
starken Platte-zu-Platte Schwankungen wegfallen. Mit beispielsweise 96 
Probenbehaltnissen, in denen sich jeweils 400 Messbereiche befmden, auf 
einer einzigen Sensorplattform ist es moglich, umfangreiche Messreihen, 
beispielsweise fur die pharmazeutische Produktentwicklung, auf einer 
einzigen erfindungsgemassen Vorrichtung durchzufuhren, wofiir 
typischerweise 400 Mikrotiterplatten benotigt wurden. Neben der deutlichen 
Verringerung von Proben- und Reagentienmaterial und einem damit 
vermindertem Aufwand fiir die Probenvorbereitung wird zugleich die 
Zuverlassigkeit und Genauigkeit der Ergebnisse aus den genannten Griinden 
deutlich erhoht. 

Die erfindungsgemasse Vorrichtung und das erfindungsgemasse Verfahren 
bieten damit Mdglichkeiten, die mit den herkommlichen, bekannten 
Analysesystemen und -verfahren nicht bereitgestellt werden konnen: 
- Schnelle Assayentwicklung auf einer einzigen Sensorplattform / 
Vorrichtung 
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- Bestimmung von Konzentrationskurven, bindungsspezifischem 
Crosstalk und Probenanalyse auf einer einzigen Sensorplattform / 
Vorrichtung 

- Hochempfindliche Multianalytbestimmung in einer einzigen 
kleinvolumigen Probe 

- Durchfiihrung umfangreicher Messreihen auf einer einzigen 
Sensorplattform 



Gegenstand der Erfindung ist eine Vorrichtung, umfassend einen planaren 
optischen Wellenleiter als Bestandteil einer Sensorplattform und eine mit 
der Sensorplattform direkt oder iiber ein dichtendes Medium vermittelt in 
Kontakt stehende, direkt dicht verschliessende oder iiber das dichtende 
Medium dicht verschlossene Schicht (g) (gemass Abbildung 1) mit einer 
Vielzahl von mindestens zur Seite der Sensorplattform offenen 
Ausspamngen, welche eine Vielzahl von Probenbehaltnissen in einer 
zweidimensionalen Anordnung bilden, dadurch gekennzeichnet, dass in 
jeweils fiinf oder mehr diskreten Messbereichen (d) in einem einzelnen 
Probenbehaitnis unterschiedliche biochemische oder biologische 
Erkennungselemente zur spezifischen Erkennung und Bindung 
unterschiedlicher Analyten immobilisiert sind, wobei die besagten 
Messbereiche in optischer Wechselwirkung mit dem Anregungslicht aus 
dem optischen Wellenleiter, als Bestandteil einer Sensorplattform, stehen, 
welche eine Begrenzungsflache dieser Probenbehaltnisse bildet, wobei den 
Probenbehaltnissen zugefiihrte Proben- oder Reagensflussigkeiten abgefiihrt 
und nachfolgend weitere Proben- oder Reagensflussigkeiten, gegebenfalls 
ohne Waschschritte, den gleichen besagten Probenbehaltnissen zugefuhrt 
werden konnen. 

Von den jeweils fiinf oder mehr Messbereichen in einem einzelnen 
Probenbehaitnis konnen jeweils ein oder mehr Messbereiche zur 
Referenzierung verwendet werden. 

Vorteilhaft werden Messbereiche zur Referenzierung gleicher chemischer 
oder optischer Parameter in mehreren iiber die Sensorplattform verteilten 
Probenbehaltnissen verwendet, so dass die ortliche Verteilung besagter 
chemischer oder optischer Parameter auf der Sensorplattform bestimmt 
werden kann. Als zu bestimmender optischer Parameter ist dabei 
beispielsweise die Intensitat des lokal verfugbaren Anregungslichts zu 
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verstehen. Insbesondere konnen aus der so bestimmten Verteilung besagter 
chemischer Parameter beispielsweise Unterschiede in Zusammensetzung, 
Konzentration oder Volumen verschiedener Proben, beispielsweise 
resultierend aus der Proben vorbereitung, die in unterschiedliche 
Probenbehaltnisse gegeben werden, beriicksichtigt werden. 

Es wird eine solche Ausfuhrungsform der Vorrichtung bevorzugt, bei der 
die besagten Messbereiche in optischer Wechselwirkung mit dem 
evaneszenten Feld von in dem planaren optischen Wellenleiter gefiihrtem 
Anregungslicht stehen. 

Der optische Wellenleiter als Bestandteil der Sensorplattform kann ein 
multimodaler oder monomodaler Wellenleiter aus einem zumindest bei der 
Anregungs- und der Lumineszenzwellenlange transparentem anorganischem 
Material, vorzugsweise Glas, oder organischem Material, vorzugsweise 
Kunststoff, besonders vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe, die von 
Polymethylmetacrylat, Polycarbonat, Polystyrol gebildet wird, sein. 
Insbesondere kann dann der optische Wellenleiter als Bestandteil der 
Sensorplattform selbsttragend sein. 

Bevorzugt wird eine Vorrichtung, in welcher der optische Wellenleiter als 
Bestandteil der Sensorplattform ein optischen Schichtwellenleiter mit einer 
ersten optisch transparenten Schicht (a) (gemass Abbildung 1) auf einer 
zweiten optisch transparenten Schicht (b) (gemass Abbildung 1) mit 
niedrigerem Brechungsindex als Schicht (a) ist. 

Das Material der zweiten optisch transparenten Schicht (b) kann aus Glas, 
Quarz oder einem transparenten thermoplastischer Kunststoff, bevorzugt 
aus der Gruppe, die von Polycarbonat, Polyimid, Polymethylmethacrylat 
oder Polystyrol gebildet wird, bestehen. 

Zur Erzeugung eines moglichst starken evaneszenten Feldes an der 
Oberflache der optisch transparenten Sicht (a) ist es wiinschenswert, dass 
der Brechungsindex der wellenleitenden, optisch transparenten Schicht (a) 
wesentlich grosser als der Brechungsindex der benachbarten Schichten ist. 
Insbesondere ist es von Vorteil, wenn der Brechungsindex der ersten 
optisch transparenten Schicht (a) grosser als 1.8 ist. 
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Beispielsweise kann die erste optisch transparente Schicht (a) aus Ti0 2 , 
ZnO, Nb 2 0 5 , Ta 2 Os, Hf0 2 , oder Zr0 2 bestehen. Besonders bevorzugt wird, 
wenn die erste transparente optische Schicht (a) aus Ta 2 Os oder Nb 2 0 5 
besteht. 

Neben dem Brechungsindex der wellenleitenden optisch transparenten 
Schicht (a) ist deren Dicke der zweite massgebliche Parameter zur 
Erzeugung eines moglichst starken evaneszenten Feldes an deren 
Grenzflachen zu benachbarten Schichten mit niedrigerem Brechungsindex. 
Dabei nimmt die Starke des evaneszenten Feldes mit abnehmender Dicke 
der wellenleitenden Schicht (a) zu, solange die Schichtdicke ausreicht, um 
mindestens einen Mode der Anregungswellenlange zu fiihren. Dabei ist die 
minimale "Cut-off '-Schichtdicke zur Fuhrung eines Modes abhangig von 
der Wellenlange dieses Modes. Sie ist fur langerwelliges Licht grosser als 
fur kurzwelliges Licht. Mit Annaherung an die "Cut-off '-Schichtdicke 
nehmen allerdings auch ungewunschte Ausbreitungsverluste stark zu, was 
die Auswahl der bevorzugten Schichtdicke zusatzlich nach unten begrenzt. 
Bevorzugt sind solche Schichtdicken der optisch transparenten Schicht (a), 
welche nur die Fuhrung von 1 bis 3 Moden einer vorgegebenen 
Anregungswellenlange ermoglichen, ganz besonders bevorzugt sind 
Schichtdicken, welche in monomodalen Wellenleitern fur diese 
Anregungswellenlange fiihren. Dabei ist klar, dass sich der diskrete 
Modencharakter des gefuhrten Lichts nur auf die transversalen Moden 
bezieht. 

Diese Anforderungen fiihren dazu, dass vorteilhaft die Dicke der ersten 
optisch transparenten Schicht (a) 40 bis 300 nm betragt. Ganz besonders 
vorteilhaft betragt die Dicke der ersten optisch transparenten Schicht (a) 100 
bis 200 nm 

Die Hone der Ausbreitungsverluste eines in einer optisch wellenleitenden 
Schicht (a) gefuhrten Modes wird in hohem Masse von der 
Oberflachenrauhigkeit einer darunter liegenden Tragerschicht sowie von 
Absorption durch moglicherweise in dieser Tragerschicht vorhandene 
Chromophoren bestimmt, was zusatzlich das Risiko der Anregung 
unerwiinschter Lumineszenz in dieser Tragerschicht, durch Eindringen des 
evaneszenten Feldes des in der Schicht (a) gefuhrten Modes, in sich birgt. 
Weiterhin kann es zum Auftreten thermischer Spannungen infolge 
unterschiedlicher thermischer Ausdehnungskoeffizienten der optisch 
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transparenten Schichten (a) und (b) kommen. Im Falle einer chemisch 
empfindlichen optisch transparenten Schicht (b), sofern sie beispielsweise 
aus einem transparenten thermoplastischen Kunststoff besteht, ist es 
wiinschenswert, ein Eindringen von Losungsmitteln, welche die Schicht (b) 
angreifen konnten, durch eventuell in der optisch transparenten Schicht (a) 
vorhandene Mikroporen zu verhindern. 

Daher ist es von Vorteil, wenn sich zwischen den optisch transparenten 
Schichten (a) und (b) und in Kontakt mit Schicht (a) eine weitere optisch 
transparente Schicht (b') (gemass Abbildung 1) mit niedrigerem 
Brechungsindex als dem der Schicht (a) und einer Starke von 5 ran - 10 000 
nm, vorzugsweise von 10 nm - 1000 nm, befmdet. Die Zwischenschicht hat 
die Aufgabe einer Verringerung der Oberflachenrauhigkeit unter der 
Schicht (a) oder der Verminderung des Eindringens des evaneszenten 
Feldes von in Schicht (a) gefuhrtem Licht in die eine oder mehrere darunter 
liegende Schichten oder einer Verbesserung der Haftung der Schicht (a) auf 
der einen oder mehreren darunter liegenden Schichten oder der 
Verminderung von thermisch hervorgerufenen Spannungen innerhalb der 
optischen Sensorplattfonn oder der chemischen Isolation der optisch 
transparenten Schicht (a) von darunter liegenden Schichten mittels 
Abdichten von Mikroporen in der Schicht (a) gegen darunter liegende 
Schichten. 

Es gibt eine Vielzahl von Methoden zur Aufbringung der biologischen oder 
biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen auf die optisch 
transparente Schicht (a). Beispielsweise kann dieses durch physikalische 
Adsorption oder durch elektrostatische Wechselwirkung erfolgen. Die 
Orientierung der Erkennungselemente ist dann im allgemeinen statistisch. 
Ausserdem besteht die Gefahr, dass bei unterschiedlicher Zusammensetzung 
der den Analyten enthaltenden Probe oder der im Nachweisverfahren 
eingesetzten Reagentien ein Teil der immobilisierten Erkennungselemente 
fortgespult wird. Daher kann es von Vorteil sein, wenn zur Immobilisierung 
biologischer oder biochemischer oder synthetischer Erkennungselemente 
auf der optisch transparenten Schicht (a) eine Haftvermittlungsschicht (f) 
(gemass Abbildung 1) aufgebracht ist. Diese Haftvermittlungsschicht sollte 
ebenfalls optisch transparent sein. Insbesondere sollte die 
Haftvermittlungsschicht nicht iiber die Eindringtiefe des evaneszenten 
Feldes aus der wellenleitenden Schicht (a) in das dariiber liegende Medium 
hinausragen. Daher sollte die Haftvermittlungsschicht (f) eine Starke von 
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weniger als 200 nm, vorzugsweise von weniger als 20 nm, haben. Sie kann 
sich beispielsweise aus chemischen Verbindungen aus den Gruppen Silane, 
Epoxide, "selbstorganisierte funktionalisierte Monoschichten" 
zusammensetzen. 

Wie in der Definition der Messbereiche festgestellt, ist es moglich, durch 
raumlich selektive Aufbringung von biologischen oder biochemischen oder 
synthetischen Erkennungselementen auf der Sensorplattform raumlich 
getrennte Messbereiche (d) zu erzeugen. Im Kontakt mit einem 
lumineszenzfahigen Analyten oder eines mit dem Analyten um die Bindung 
an die immobilisierten Erkennungselemente konkurrierenden 
lumineszenzmarkierten Analogen des Analyten oder eines weiteren 
lumineszenzmarkierten Bindungspartners in einem mehrstuflgen Assay 
werden diese lumineszenzfahigen Molekiile nur selektiv in den 
Messbereichen an die Oberflache der Sensorplattform binden, welche durch 
die Flachen definiert werden, die von den immobilisierten 
Erkennungselementen eingenommen werden. 

Zur Aufbringung der biologischen oder biochemischen oder synthetischen 
Erkennungselemente konnen eines oder mehrere Verfahren verwendet 
werden aus der Gruppe von Verfahren, die von "Inkjet spotting, 
mechanischem Spotting mittels Stift oder Feder, micro contact printing, 
fluidische Kontaktierung der Messbereiche mit den biologischen oder 
biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen durch deren 
Zufuhr in parallelen oder gekreuzten Mikrokanalen, unter Einwirkung von 
Druckunterschieden oder elektrischen oder elektromagnetischen 
Potentialen", gebildet werden. 

Als biologische oder biochemische oder synthetische Erkennungselementen 
konnen Komponenten aus der Gruppe aufgebracht werden, die von 
Nukleinsauren (DNA, RNA), Nukleinsaureanalogen (PNA ), Antikorpern, 
Aptameren, membran-gebundenen und isolierten Rezeptoren, deren 
Liganden, Antigene fur Antikorper, "Histidin-Tag-Komponenten", durch 
chemische Synthese erzeugte Kavitaten zur Aufnahme molekularer 
Imprints, etc. gebildet wird. 

Unter der letztgenannten Art von Erkennungselementen sind Kavitaten zu 
verstehen, die in einem Verfahren hergestellt werden, welches als 
"molecular imprinting" in der Literatur beschrieben wurde. Dazu wird, 
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meistens in organischer Losung, der Analyt oder ein Analogon des 
Analyten, in einer Polymerenstruktur eingekapselt. Man bezeichnet ihn 
dann als "Imprint". Dann wird der Analyt oder sein Analogon unter Zugabe 
geeigneter Reagentien aus der Polymerenstruktur wieder herausgelost, so 
dass er dort eine leere Kavitat zuriicklasst. Diese leere Kavitat kann dann als 
eine Bindungsstelle mit hoher sterischer Selektivitat in einem spateren 
Nachweisverfahren eingesetzt werden. 

Es ist auch moglich, dass als biochemische oder biologische 
Erkennungselemente ganze Zellen oder Zellfragmente aufgebracht werden. 
In vielen Fallen wird die Nachweisgrenze eines analytischen Verfahrens 
limitiert durch Signale sogenannter unspezifischer Bindung, d. h. durch 
Signale, welche durch Bindung des Analyten oder anderer zum Nachweis 
des Analyten eingesetzter Verbindungen erzeugt werden, welche nicht nur 
im Bereich der eingesetzten immobilisierten biologischen oder 
biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen, sondern auch in 
davon unbedeckten Bereichen einer Sensorplattform gebunden werden, 
beispielsweise durch hydrophobe Adsorption oder durch elektrostatische 
Wechselwirkungen. Daher ist es von Vorteil, wenn zwischen den raumlich 
getrennten Messbereichen (d) gegeniiber dem Analyten "chemisch neutrale" 
Verbindungen zur Verminderung unspezifischer Bindung oder Adsorption 
aufgebracht sind. Als "chemisch neutrale" Verbindungen werden dabei 
solche Stoffe bezeichnet, welche selbst keine spezifischen Bindungsstellen 
zur Erkennung und Bindung des Analyten oder eines Analogen des 
Analyten oder eines weiteren Bindungspartners in einem mehrstufigen 
Assay aufweisen und durch ihre Anwesenheit den Zugang des Analyten 
oder seines Analogen oder der weiteren Bindungspartner zur Oberflache der 
Sensorplattform blockieren. 

Als "chemisch neutrale" Verbindungen konnen beispielsweise Stoffe aus 
den Gruppen eingesetzt werden, die zum Beispiel von Albuminen, 
insbesondere Rinderserumalbumin, Heringssperma oder auch von 
Polyethylenglycolen gebildet werden. 

Es wird bevorzugt, dass die Einkopplung des Anregungslichts zu den 
Messbereichen (d) mithilfe von einer oder mehreren Gitterstrukturen (c) 
(gemass Abbildung 1) erfolgt, die in der optisch transparenten Schicht (a) 
ausgepragt sind. 
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Ein optisches Ubersprechen von einem Messbereich zu anderen 
Messbereichen kann durch die Ausbreitung von in den Wellenleiter 
eingekoppeltem Licht, insbesondere auch von riickgekoppeltem 
Lumineszenzlicht, erfolgen. Zur Verhinderung eines solchen Ubersprechens 
ist es von Vorteil, wenn Auskopplung von in der optisch transparenten 
Schicht (a) gefiihrtem Licht mithilfe von Gitterstrukturen (c') (gemass 
Abbildung 1) erfolgt, die in der optisch transparenten Schicht (a) ausgepragt 
sind. Dabei konnen in der optisch transparenten Schicht (a) ausgepragte 
Gitterstrukturen (c) und (c') gleiche oder unterschiedliche Periode haben 
und parallel oder nicht parallel zueinander ausgerichtet sein. 

Insbesondere konnen Gitterstrukturen (c) und (c') wechselseitig als Ein- und 
/ oder Auskoppelgitter verwendet werden . 

Die Gitterstrukturen (c) und gegebenenfalls zusatzlich vorhandene 
Gitterstrukturen (c') weisen vorteilhaft eine Periode von 200 nm - 1000 nm 
auf, und die Modulationstiefe der Gitter betragt vorteilhaft 3 bis 100 nm, 
bevorzugt 10 bis 30 nm. 

Es wird bevorzugt, dass das Verhaltnis von Modulationstiefe zur Dicke der 
ersten optisch transparenten Schicht (a) gleich oder kleiner als 0,2 ist. 

Eine Gitterstruktur (c) kann ein Reliefgitter mit Rechteck-, Dreieck- oder 
halbkreisformigem Profil oder ein Phasen- oder Volumengitter mit einer 
periodischen Modulation des Brechungsindex in der im wesentlichen 
planaren optisch transparenten Schicht (a) sein. 

Zur Verstarkung einer Lumineszenz oder zur Verbesserung des Signal-zu- 
Hintergrund-Verhaltnisses kann es weiterhin von Vorteil sein, wenn 
zwischen der optisch transparenten Schicht (a) und den immobilisierten 
biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen 
eine diinne Metallschicht, vorzugsweise aus Gold oder Silber, 
gegebenenfalls auf einer zusatzlichen dielektrischen Schicht mit 
niedrigerem Brechungsindex als der Schicht (a), beispielsweise aus Silica 
oder Magnesiumfluorid, aufgebracht ist, wobei die Dicke der Metallschicht 
und der eventuellen weiteren Zwischenschicht so ausgewahlt ist, dass ein 
Oberflachenplasmon bei der Anregungswellenlange und / oder der 
Lumineszenzwellenlange angeregt werden kann. 



WO 01/13096 " » PCT/EP00/07529 

• • 

Fiir viele Anwendungen ist es von Vorteil, wenn die Gitterstruktur (c) ein 
diffraktives Gitter mit einer einheitlichen Periode ist. Der Resonanzwinkel 
zur Einkopplung des Anregungslichts iiber die Gitterstruktur (c) zu den 
Messbereichen ist dann im gesamten Bereich der Gitterstruktur einheitlich. 
Will man jedoch beispielsweise das Anregungslicht verschiedener 
Lichtquellen mit deutlich unterschiedlicher Wellenlange einkoppeln, so 
konnen sich die entsprechenden Resonanzwinkel fiir die Einkopplung 
deutlich unterscheiden, was die Verwendung zusatzlicher Justierelemente in 
einem optischen System zur Aufnahme der Sensorplattform erforderlich 
machen kann oder zu raumlich sehr ungiinstigen Koppelwinkeln fiihren 
kann. Beispielsweise zur Verringerung stark unterschiedlicher 
Koppelwinkel kann es daher von Vorteil sein, wenn die Gitterstruktur (c) 
ein multidiffraktives Gitter ist. 

Fiir Anwendungen, in denen Anderungen von Ein- und Auskoppelwinkeln 
infolge eines Kontakts mit der Probe vermieden werden sollen, kann es 
vorteilhaft sein, wenn sich die Gitterstrukturen (c) und gegebenenfalls 
zusatzlich vorhandenen Gitterstrukturen (c') ausserhalb des Bereichs der 
Probenbehaltnisse befmden. 

Fiir andere Anwendungen, insbesondere bei grossflachiger Anregung wird 
demgegeniiber bevorzugt, wenn sich Gitterstrukturen (c) und 
gegebenenfalls zusatzlich vorhandene Gitterstrukturen (c') iiber den Bereich 
mehrerer oder alle Probenbehaltnisse erstrecken. 

Soli iiber eine Gitterstruktur (c) eingekoppeltes Anregungslicht die optisch 
transparente Schicht (a) durchgehend iiber Bereiche durchlaufen, die sich 
iiber mehrere Probenbehaltnisse erstrecken, so ist es notwendig, dass das 
Material der mit der Sensorplattform in Kontakt stehenden, dicht 
verschliessenden Schicht (g) an der Auflageoberflache zu der 
Sensorplattform mindestens in der Eindringtiefe des evaneszenten Feldes 
sowohl fiir die Anregungsstrahlung als auch fiir die angeregte 
Lumineszenzstrahlung transparent ist. 

Zur Verminderung von Reflexionen oder Streulicht ist es dann von Vorteil, 
wenn die Schicht (g) als zweilagige Schicht vorliegt, deren erste, welche mit 
der Oberflache der Sensorplattform in Kontakt gebracht wird, sowohl fur 
die Anregungsstrahlung als auch fur die angeregte Lumineszenzstrahlung 
transparent ist, wahrend die dann anschliessende, sich im weiteren Abstand 
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von der Sensorplattform befindliche Schicht im Spektralbereich der 
Anregungsstrahlung und der angeregten Lumineszenzstrahlung 
absorbierend ist. 



Fur Anwendungen, in denen die Ausbreitung von Anregungslicht und 
gegebenenfalls erzeugtem und in die optisch transparente, wellenleitende 
Schicht (a) riickgekoppeltem Lumineszenzlicht in dieser Schicht jeweils auf 
den Bereich eines einzelnen Probenbehaltnisses beschrankt werden soli, ist 
es demgegenuber von Vorteil, wenn das Material der mit der 
Sensorplattform in Kontakt stehenden, dicht verschliessenden Schicht (g) 
im Spektralbereich der Anregungsstrahlung und der angeregten 
Lumineszenzstrahlung absorbierend ist. 

Vorteilhaft ist, wenn das Material der mit der Sensorplattform in Kontakt 
stehenden, dicht verschliessenden Schicht (g) auf der Sensorplattform 
selbsthaftend ist. 

Daher wird insbesondere bevorzugt, dass das Material der mit der 
Sensorplattform in Kontakt stehenden, dicht verschliessenden Schicht (g) 
aus einem Polysiloxan besteht. 

Es wird bevorzugt, dass sich in einem Probenbehaltnis 5 - 1000, bevorzugt 
10 - 400 Messbereiche befinden. 



Weiterhin wird bevorzugt, dass ein einzelner Messbereich in einem 
Probenbehaltnis eine Flache von 0.001 - 6 mm 2 einnimmt, wobei die 
Messbereiche gleiche oder unterschiedliche Grosse haben. 

Die Probenbehaltnisse haben vorteilhaft jeweils ein Volumen von 100 nl - 1 
ml. 

Die erfindungsgemasse Vorrichtung kann sowohl als geschlossenes 
Riesssystem als auch als offenes System betrieben werden. Im ersten Fall 
ist die Vorrichtung so gestaltet, dass die Probenbehaltnisse auf der von der 
optisch transparenten Schicht (a) abgewandten Seite, mit Ausnahme von 
Ein- und / oder Auslassoffnungen fur die Zufuhr oder den Auslass der 
Proben und gegebenenfalls zusatzlicher Reagentien, geschlossen sind und 
die Zufuhr oder der Auslass von Proben und gegebenenfalls zusatzlicher 
Reagentien in einem geschlossenen Durchflusssystem erfolgen, wobei im 
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Falle der Flussigkeitszufuhr zu mehreren Messbereichen oder Segmenten 
mit gemeinsamen Einlass- und Auslassoffnungen diese bevorzugt spalten- 
oder zeilenweise addressiert werden. 



Dabei kann die Zufuhr der Proben und gegebenenfalls zusatzlichen 
Reagentien in parallelen oder gekreuzten Mikrokanalen, unter Einwirkung 
von Druckunterschieden oder elektrischen oder elektromagnetischen 
Potentialen erfolgen. 

Im Falle eines offenen Systems ist die erfindungsgemasse Vorrichtung so 
gestaltet, dass die Probenbehaltnisse auf der von der optisch transparenten 
Schicht (a) abgewandten Seite Offnungen zur lokal addressierten Zugabe 
oder Entfemung der Proben oder anderer Reagentien besitzen. Zusatzlich 
konnen Behaltnisse fiir Reagentien vorgesehen sein, welche wahrend des 
Verfahrens zum Analytnachweis mit den Messbereichen in Kontakt 
gebracht werden. 

Auf der Sensorplattform sind vorteilhaft optisch oder mechanisch 
erkennbare Markierungen zur Erleichterung der Justierung in einem 
optischen System und / oder zur Verbindung mit der die Ausnehmungen fiir 
die Probenbehaltnisse enthaltenden Schicht (g) aufgebracht. 

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein analytisches System zur 
Bestimmung einer oder mehrerer Lumineszenzen, mit 

- mindestens einer Anregungslichtquelle 

- einer Vorrichtung nach einem der vorgenannten Ausfiihrungsformen 

- mindestens einem Detektor zur Erfassung des von dem mindestens 
einem oder mehreren Messbereichen (d) auf der Sensorplattform 
ausgehenden Lichts. 

Dabei ist es von Vorteil, wenn das von der mindestens einen Lichtquelle 
ausgesandte Anregungslicht koharent ist und unter dem Resonanzwinkel zur 
Einkopplung in die optisch transparente Schicht (a) auf die einen oder 
mehreren Messbereiche eingestrahlt wird. 

Um eine Vielzahl von Messbereichen oder alle Messbereiche gleichzeitig 
anzuregen und deren Lumineszenz gleichzeitig zu bestimmen, wird es 
bevorzugt, dass das Anregungslicht von mindestens einer Lichtquelle mit 
einer Aufweitungsoptik zu einem im wesentlichen parallelen StrahlenbUndel 
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aufgeweitet wird und unter dem Resonanzwinkel zur Einkopplung in die 
optisch transparente Schicht (a) auf die einen oder mehreren Messbereiche 
eingestrahlt wird. 

Zur Verminderung von Lumineszenzsignalen ausserhalb der Messbereiche 
kann es jedoch auch vorteilhaft sein, wenn das Anregungslicht von der 
mindestens einen Lichtquelle durch ein oder, im Falle mehrerer 
Lichtquellen, gegebenenfalls mehrere diffraktive optische Elernente, 
vorzugsweise Dammann-Gitter, oder refraktive optische Elernente, 
vorzugsweise Mikrolinsen-Arrays, in eine Vielzahl von Einzelstrahlen 
moglichst gleicher Intensitat der von einer gemeinsamen Lichtquelle 
stammenden Teilstrahlen zerlegt wird, welche jeweils im wesentlichen 
parallel zueinander auf raumlich getrennte Messbereiche eingestrahlt 
werden. 

Im Falle unzureichender Intensitat einer einzigen Lichtquelle oder des 
Bedarfs nach Lichtquellen unterschiedlicher Emissionswellenlangen, 
beispielsweise fur biologische Applikationen ist es vorteilhaft, wenn als 
Anregungslichtquellen zwei oder mehrere koharente Lichtquellen mit 
gleicher oder unterschiedlicher Emissions wellenlange verwendet werden. 

Um die Signale von einer Vielzahl von Messbereichen getrennt 
aufzunehmen, wird bevorzugt, dass zur Detektion mindestens ein 
ortsauflosender Detektor verwendet wird. 

Dabei kann als der mindestens eine ortsauflosende Detektor mindestens ein 
Detektor aus der Gruppe verwendet werden, die von CCD-Kameras, CCD- 
Chips, Photodioden- Arrays, Avalanche-Dioden-Arrays, Multichannelplates 
und Vielkanal-Photomultipliern gebildet wird. 

In dem erfindungsgemassen analytischen System nach einer der genannten 
Ausfiihrungen konnen zwischen der einen oder mehreren 
Anregungslichtquellen und der Sensorplattform nach einer der 
vorgenannten Ausfiihrungen und /oder zwischen besagter Sensorplattform 
und dem einen oder mehreren Detektoren optische Komponenten aus der 
Gruppe verwendet werden, die von Linsen oder Linsensystemen zur 
Formgestaltung der tibertragenen Lichtbiindel, planaren oder gekriimmten 
Spiegeln zur Umlenkung und gegebenenfalls zusatzlich zur Formgestaltung 
von Lichtbiindeln, Prismen zur Umlenkung und gegebenenfalls zur 
spektralen Aufteilung von Lichtbiindeln, dichroischen Spiegeln zur spektral 
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selektiven Umlenkung von Teilen von Lichtbiindeln, Neutralfiltem zur 
Regelung der iibertragenen Lichtintensitat, optischen Filtern oder 
Monochromatoren zur spektral selektiven Ubertragung von Teilen von 
Lichtbiindeln oder polarisationsselektiven Elementen zur Auswahl diskreter 
Polarisationsrichtungen des Anregungs- oder Lumineszenzlichts gebildet 
werden. 

Fur eine Reihe von Anwendungen ist es von Vorteil, wenn die Einstrahlung 
des Anregungslichts in Pulsen mit einer Dauer zwischen 1 fsec und 10 
Minuten erfolgt. 

Fur kinetische Messungen oder fur die Diskriminierung rasch abklingender 
Fluoreszenz von fluoreszenten Verunreinigungen in der Probe oder in 
Materialien von Komponenten des optischen Systems oder der 
Sensorplattform selbst kann es von Vorteil sein, wenn das Emissionslicht 
aus den Messbereichen zeitlich aufgeldst gemessen wird. 

Weiterhin wird es bevorzugt, dass das erfindungsgemasse optische System 
Komponenten umfasst, mit denen zur Referenzierung des verfugbaren 
Anregungslichts Lichtsignale aus der Gruppe gemessen werden, die von 
Anregungslicht am Ort der Lichtquellen oder nach ihrer Aufweitung oder 
nach ihrer Unterteilung in Teilstrahlen, Streulicht bei der 
Anregungswellenlange aus dem Bereich der einen oder mehreren raumlich 
getrennten Messbereiche, und iiber die Gitterstruktur (c) neben den 
Messbereichen ausgekoppeltem Licht der Anregungswellenlange gebildet 
werden. Besonders von Vorteil ist dabei, wenn die Messbereiche zur 
Bestimmung des Emissionslichts und des Referenzsignals identisch sind. 

Es ist auch moglich, dass die Einstrahlung des Anregungslichts auf und 
Detektion des Emissionslichts von einem oder mehreren Messbereichen 
sequentiell fur einzelne oder mehrere Messbereiche erfolgt. Dabei kann die 
sequentielle Anregung und Detektion unter Verwendung beweglicher 
optischer Komponenten erfolgen, die aus der Gruppe von Spiegeln, 
Umlenkprismen und dichroischen Spiegeln gebildet wird. Ublicherweise 
werden fur sequentielle Anregung und Detektion in bioanalytischen Array- 
Systemen kommerziell erhaltliche sogenannte Scanner eingesetzt, mit 
denen, meistens mittels beweglicher Spiegel, ein Anregungslichtstrahl 
sequentiell iiber die zu untersuchende Flache gefiihrt wird. Bei den meisten 
Scannersystemen andert sich dabei der Winkel zwischen der beleuchteten 
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Flache und dem Anregungslichtstrahl. Zur Erfiillung der 
Resonanzbedingung fur die Einkopplung des Anregungslichts in die 
wellenleitende Schicht der erfindungsgemassen Sensorplattform muss dieser 
Winkel jedoch im wesentlichen konstant bleiben, d. h. ein in dem 
erfindungsgemassen optischen System zu verwendender Scanner muss 
winkelgetreu arbeiten. Diese Forderung wird von einigen kommerziell 
erhaltlichen Scannem erfiillt. Zugleich darf sich jedoch auch nicht die 
Grosse der angeregten Flache auf der Sensorplattform andern. Daher ist ein 
weiterer Gegenstand dieser Erfindung ein optisches System, welches 
dadurch gekennzeichnet ist, dass sequentielle Anregung und Detektion 
unter Verwendung eines im wesentlichen winkel- und fokusgetreuen 
Scanners erfolgt. 

Eine andere mogliche Ausfuhrungsform ist, dass die Sensorplattform 
zwischen Schritten der sequentiellen Anregung und Detektion bewegt wird. 
In diesem Fall konnen die eine oder mehreren Anregung slichtquellen und 
die zur Detektion verwendeten Komponenten raumlich fixiert sein. 

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum 
Lumineszenznachweis eines oder mehrerer Analyten in einer oder mehreren 
Proben auf mindestens funf oder mehr, raumlich getrennten Messbereichen 
mit einer Vorrichtung, umfassend einen planaren optischen Wellenleiter als 
Bestandteil einer Sensorplattform und eine mit der Sensorplattform direkt 
oder uber ein dichtendes Medium vermittelt in Kontakt stehende, direkt 
dicht verschliessende oder iiber das dichtende Medium dicht verschlossene 
Schicht (g) mit einer Vielzahl von mindestens zur Seite der Sensorplattform 
offenen Aussparungen, welche eine Vielzahl von Probenbehaltnissen in 
einer zweidimensionalen Anordnung bilden, dadurch gekennzeichnet, dass 
in jeweils fiinf oder mehr diskreten Messbereichen (d) in einem einzelnen 
Probenbehaltnis unterschiedliche biochemische oder biologische 
Erkennungselemente zur spezifischen Erkennung und Bindung 
unterschiedlicher Analyten immobilisiert sind, wobei besagte Messbereiche 
in optischer Wechselwirkung mit dem Anregungslicht aus dem optischen 
Wellenleiter, als Bestandteil einer Sensorplattform, stehen, welche eine 
Begrenzungsflache dieser Probenbehaltnisse bildet, wobei den 
Probenbehaltnissen zugefuhrte Proben- oder Reagensflussigkeiten abgefuhrt 
und nachfolgend weitere Proben- oder Reagensfliissigkeiten den gleichen 
besagten Probenbehaltnissen zugefiihrt werden konnen, und dass 
Anregungslicht in die Messbereiche geleitet wird, hierbei 
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lumineszenzfahige Stoffe in den Proben oder auf den Messbereichen zur 
Lumineszenz angeregt und die abgestrahlte Lumineszenz gemessen wird. 

Dabei wird bevorzugt, dass die besagten Messbereiche in optischer 
Wechselwirkung mit dem evaneszenten Feld von in dem planaren optischen 
Wellenleiter gefiihrtem Anregungslicht stehen. 

Bei den vorgenannten Verfahren ist es moglich, dass (1) die isotrop 
abgestrahlte Lumineszenz oder (2) in die optisch transparente Schicht (a) 
eingekoppelte und tiber die Gitterstruktur (c) ausgekoppelte Lumineszenz 
oder Lumineszenzen beider Anteile (1) und (2) gleichzeitig gemessen 
werden. 

In dem erfindungsgemassen Verfahren kann zur Erzeugung der 
Lumineszenz oder Fluoreszenz ein Lumineszenz- oder Huoreszenzlabel 
verwendet werden, das bei einer Wellenlange zwischen 300 nm und 1 100 
nm angeregt werden kann und emittiert. 
Bei den Lumineszenz- oder Fluoreszenzlabeln kann es sich um 
herkommliche Lumineszenz- oder Fluoreszenzfarbstoffe oder auch um 
sogenannte lumineszente oder fluoreszente Nanopartikel, basierend auf 
Halbleitern (W. C. W. Chan und S. Nie, "Quantum dot bioconjugates for 
ultrasensitive nonisotopic detection", Science 28 1 ( 1 99 8) 201 6 - 20 1 8) 
handeln. 

Das Lumineszenzlabel kann an den Analyten oder in einem kompetitiven 
Assay an einen Analogen des Analyten oder in einem mehrstufigen Assay 
an einen der Bindungspartner der immobilisierten biologischen oder 
biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente oder an die 
biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente 
gebunden sein. 

Zusatzlich konnen ein zweites oder noch weitere Lumineszenzlabel mit 
gleicher oder unterschiedlicher Anregungswellenlange wie das erste 
Lumineszenzlabel und gleicher oder unterschiedlicher 
Emissionswellenlange verwendet werden. Hierbei kann es vorteilhaft sein, 
wenn das zweite oder noch weitere Lumineszenzlabel bei der gleichen 
Wellenlange wie das erste Lumineszenzlabel angeregt werden konnen, aber 
bei anderen Wellenlangen emittieren. 
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Fiir andere Applikationen ist es vorteilhaft, wenn die Anregungsspektren 
und Emissionsspektren der eingesetzten Lumineszenzlabel nur wenig oder 
gar nicht iiberlappen. 

In dem erfindungsgemassen Verfahren kann es weiterhin vorteilhaft sein, 
wenn zum Nachweis des Analyten Ladungs- oder optischer Energietransfer 
von einem als Donor dienenden ersten Lumineszenzlabel zu einem als 
Akzeptor dienenden zweiten Lumineszenzlabel verwendet wird. 

Zusatzlich kann es von Vorteil sein, wenn neben der Bestimmung einer oder 
mehrerer Lumineszenzen Anderungen des effektiven Brechungsindex auf 
den Messbereichen bestimmt werden. Von weiterem Vorteil kann dabei 
sein, wenn die einen oder mehreren Lumineszenzen und / oder 
Bestimmungen von Lichtsignalen bei der Anregungswellenlange 
polarisationsselektiv vorgenommen werden. Weiterhin erlaubt das Verfahren 
die Moglichkeit, dass die einen oder mehreren Lumineszenzen bei einer 
anderen Polarisation als der des Anregungslichts gemessen werden. 

Das erfindungsgemasse Verfahren nach einer der voranstehenden 
Ausfuhrungsformen ermoglicht eine gleichzeitige oder sequentielle, 
quantitative oder qualitative Bestimmung eines oder mehrerer Analyten aus 
der Gruppe von Antikorpern oder Antigenen, Rezeptoren oder Liganden, 
Chelatoren oder "Histidin-Tag-Komponenten", Oligonukleotiden, DNA- 
oder RNA-Strangen, DNA- oder RNA-Analoga, Enzymen, Enymcofaktoren 
oder Inhibitoren, Lektinen und Kohlehydraten. 

Das oben beschriebene Verfahren erlaubt es, direkt biologisches Material 
ohne biologische oder biochemische Vervielfaltigungsmechanismen (z.B. 
das Polymerase Chain Reaction (PCR)) zu bestimmen. Neben der 
Vereinfachung der Vorgehensweise wird hier eine lineare Korrelation vom 
mRNA und beobachtetem Signal erreicht. Das bedeutet, dass auch sog. 
"rare messages", d.h. biologisch relevante mRNAs, die in sehr geringen 
Konzentrationen auftreten, hochempfindlich und quantitativ bestimmt 
werden konnen. Die parallele Durchfuhrung der Messungen auf einer 96 
Well Plate Plattform ermoglicht es, Ergebnisse in bisher unbekannter 
Qualitat und Durchsatz zu erhalten (siehe Ausfuhrungsbeispiel le). Als 
Konsequenz ist daher klar ersichtlich, dass die bei praklinischen und 
klinischen Studien anfallenden grossen Probemehgen sehr viel schneller 
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und praziser als mit den bis anhin verwendeten manuellen Verfahren 
abgearbeitet werden konnen. Die Detektion zweier Fluoreszenzmarker auf 
einem Substanzfleck ermoglicht zudem die direkte Bestimmung der 
relativen Induktion in einer Einzelmessung (siehe Beispiel 2e). Eine 
Referenzierung von Chip zu Chip ist deshalb nicht notwendig. Die 
Qualitatsanspriiche an Batch-zu-Batch-Reproduzierbarkeit der 
Sensorplattformen konnen deshalb signifikant reduziert werden. 

Die zu untersuchenden Proben konnen naturlich vorkommende 
Korperfliissigkeiten wie Blut, Serum, Plasma, Lymphe oder 
Gewebeflussigkeiten oder Urin oder Eigelb sein. 

Eine zu untersuchende Probe kann aber auch eine optisch triibe Fliissigkeit, 
Oberflachenwasser, ein Boden- oder Pflanzenextrakt, eine Bio- oder 
Syntheseprozessbriihe sein. 

Die zu untersuchenden Proben konnen auch aus biologischen Gewebeteilen 
entnommen sein. 

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung eines 
Verfahrens nach mindestens einer der voranstehenden Ausfiihrungsformen 
zu quantitativen oder qualitativen Analysen zur Bestimmung chemischer, 
biochemischer oder biologischer Analyten in Screening verfahren in der 
Pharmaforschung, der Kombinatorischen Chemie, der Klinischen und 
Praklinischen Entwicklung, zu Echtzeitbindungsstudien und zur 
Bestimmung kinetischer Parameter im Affinitatsscreening und in der 
Forschung, zu qualitativen und quantitativen Analytbestimmungen, 
insbesondere fur die DNA- und RNA-Analytik und die Bestimmung von 
genomischen oder proteomischen Unterschieden im Genom, wie 
beispielsweise Einzelnukleotid-Polymorphismen, zur Messung von Protein- 
DNA-wechselwirkungen, zur Bestimmung von Steuerungsmechanismen fur 
die m-RNA-Expression und fur die Protein(bio)synthese, fur die Erstellung 
von Toxizitatsstudien sowie fur die Bestimmung von Expressionsprofilen, 
insbesondere zur Bestimmung von biologischen und chemischen 
Markerstoffen, wie mRNA, Proteinen, Peptiden oder niedermolekularen 
organischen (Boten-)Stoffen, sowie zum Nachweis von Antikorpern, 
Antigenen, Pathogenen oder Bakterien in der pharmazeutischen 
Protduktforschung und -entwicklung, der Human- und Veterinardiagnostik, 
der Agrochemischen Produktforschung und -entwicklung, der 
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symptomatischen und prasymptomatischen Pfianzendiagnostik, zur 
Patientenstratifikation in der pharmazeutischehn Produktentwicklung und 
fiir die therapeutische Medikamentenauswahl, zum Nachweis von 
Pathogenen, Schadstoffen und Erregern, insbesondere von Salmonellen, 
Prionen, Viren und Bakterien, insbesondere in der Lebensmittel- und 
Umweltanalytik. 



Mit den nachfolgenden Ausfuhrungsbeispielen soli die Erfindung genauer 
erlautert und demonstriert werden. 
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Beispiel 1: Vorrichtung und Verfahren zur gleichzeitigen Bestimmung 
von Unterschieden im Expressionsmuster ausgewahlter m-RNA's aus 
verschiedenen Positionen von Tumorgeweben 

An verschiedenen Positionen eines extrahierten Tumors - in diesem 
Beispiel einer Prostata Druse - wird Gewebe entnommen und auf 
Unterschiede im Expressionsmuster ausgewahlter mRNAs als Funktion der 
Position im Tumorgewebe untersucht. Die Ergebnisse werden eine 
unabhangig von histologischen Untersuchungen auf reinen genetischen 
Informationen basierende Aussage erlauben. Die biologische Relevanz 
eines solchen Verfahrens und Aspekte der Probenvorbereitung sind in der 
Literatur beschrieben (Kristina A. Cole, David B. Krizmann, and Michael R. 
Emmert-Buck, „The genetics of cancer - a 3D model" Nature Genetics 
Supplement 21 (1999) 38-41). 

Herstellung und Aufbringung der biologischen Erkennungselemente 
auf einer Sensorplattform einer Vorrichtung mit je 400 diskreten 
Messbereichen in 96 Probenbehaltnissen 

a) Klone von 100 Genen die - basierend auf in der Literatur beschriebenen 
Ergebnissen - eine Rolle in der Karzinogenese oder bei 
Enzundungsreaktionen spielen (siehe Kristina A. Cole, David B. Krizmann, 
and Michael R. Emmert-Buck, „The genetics of cancer - a 3D model", 
Nature Genetics Supplement 21 (1999) 38-41, sowie dort zitierte 
weiterfuhrende Literatur), sowie von solchen Genen, die typischerweise 
keine Rolle in diesen Prozessen spielen, deren Expresssionsniveau im 
Idealfall konstant bleibt und deshalb zur Standardisierung herangezogen 
werden kSnnen (sogenannte "Housekeeping Genes" wie beispielsweise 6- 
Actin, GAPDH, Tubulin-a, Ubiquitin, Phospholipase A2, etc.), werden 
ausgewahlt als biologische Erkennungselemente, welche auf der 
Sensorplattform in diskreten Messbereichen immobilisiert werden sollen. 

Zu der ersten Gruppe ausgewahlter potentiell krankheitsrelevanter Gene 
gehoren unter anderem Serin/Threonin-Kinase (STK2), die beta- 
Untereinheit von Proteasom (PSMB4), CD36- Antigen (Kollagen Typ I 
Rezeptor, Thrombospondin Rezeptor), Phospholipase A2 (PLA2G1B), 
Ribosomales Protein L17 (RPL17), Desmoglein 2 (DSG2), Tyro 3 Protein- 
Tyrosin-Kinase (TYR03), Typ IV Kollagen (COL4A4), "Activating 
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Transcription Factor 3" (ATF3), Annexin 1 (ANX), weitere 
Reparaturenzyme, Kinasen etc. 

Das erforderliche genetische Material kann in Plasmidform aus dem 
UniGene Set NIHs Cancer Genome Anatomy Projects oder alternativ aus 
kommerziellen Quellen, die das Material des I.M.A.G.E. Konsortiums 
vertreiben, bezogen werden. Die Uberfiihrung und Amplifikation der 
Gensequenzen im Plasmid zu den entsprechenden cDNAs erfolgt mittels der 
entsprechenden Primerpaare und erzeugt doppelstrangige Molekiile (Probe 
cDNAs) mit einer Lange zwischen etwa 300 und 1000 Basenpaaren. 



b) Es wird eine Sensorplattform mit den ausseren Abmessungen 76 mm 
Breite x 1 12 mm Lange x 0.7 mm Dicke verwendet, auf deren Hache die 96 
Wells mit den Innendimensionen 7x7 mm einer klassischen 
Mikrotiterplatte Platz finden. Das Substratmaterial (optisch transparente 
Schicht (b)) besteht aus AF 45 Glas (Brechungsindex n = 1.52 bei 633 nm). 
Im Substrat wird mittels holographischer Belichtung der mit 
aufgeschleudertem Photolack bedeckten Schicht (b) und anschliessendes 
nasschemisches Atzen eine durchgehende Struktur eines 
Oberflachenreliefgitters einer Periode von 360 nm und einer Tiefe von 25 
+/- 5 nm erzeugt, mit Orientierung der Gitterlinien parallel zur 
ausgewiesenen Breite der Sensorplattform. Die wellenleitende, optisch 
transparente Schicht (a) aus Ta 2 Os auf der optisch transparenten Schicht (b) 
wird durch reaktives, magnetfeldunterstiitztes DC-Sputtern (siehe DE-A-44 
10258) erzeugt und hat einen Brechungsindex von 2.15 bei 633 nm 
(Schichtdicke 150 nm). Infolge des Abscheidungsprozesses ubertragt sich 
die Gitterstruktur auf die Oberflache der wellenleitenden Schicht nahezu 
masstablich im Verhaltnis 1:1. 

Zur Vorbereitung auf die Immobilisierung der biochemischen oder 
biologischen oder synthetischen Erkennungselemente wird die 
Sensorplattformen mit Chloroform im Ultraschallgerat gereinigt und mittels 
einer Silanisierungsreaktion mit Glycidyloxypropyltrimethoxysilan 
chemisch aktiviert und so zur Immobilisierung der Probe cDNAs als 
biologische Erkennungselemente vorbereitet. Die einzelnen cDNAs in einer 
Konzentration von 50 ng/|jl werden mittels einer kommerziellen 
piezogesteuerten Mikropipette (GeSim GmbH, GroBerkmannsdorf, DE) mit 
jeweils 10 Tropfen zu 0.1 nl auf einen Punkt aufgebracht, was zu 
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Spotdurchmessern als diskreten Messbereichen von ca. 150 urn fiihrt. In 
einer 20 x 20 Spot-Anordnung (400 Feature Array) werden jeweils 4 
Messbereiche mit gleicher cDNA erzeugt, so dass am Ende des 
Immobilisierungsvorganges die durch einen statistischen Algorithmus 
festgelegte Position der 100 verschiedenen als Erkennungselementen 
dienenden cDNAs bekannt, jedoch rein statistisch vorgegeben ist. Die Spots 
weisen einen Abstand der Spotmittelpunkte von 300 jam auf und belegen so 
eine Flache von 6 x 6 mm auf der Sensorplattform, welche mit der damit in 
Kontakt stehenden, dicht verschliessenden Schicht (g) aus 
Polydimethylsiloxan (PDMS) mit entsprechenden, die Arrays 
umschliessenden quadratischen Ausnehmungen von 7 mm x 7mm eine 96- 
Well-Platte bildet. Auf der Sensorplattform wird am Boden samtlicher 96 
Probenbehaltnisse auf diese Weise ein identisches Raster diskreter 
Messbereiche erzeugt. Durch thermische Behandlung - Aufheizen auf 60 °C 
fur 30 min. - kann die Immobilisierung optimiert werden. 



c) Probenmaterial: 

An verschiedenen Positionen einer Prostatadriise (sowohl im phanotypisch 
auffallenden wie auch im phanotypisch nicht auffallenden Gewebe) wird. ; 
Gewebematerial (ca 50 000 bis 1 00000 Zellen) z. B. in Form von 
Gewebefeinschnitten entnommen. Das Gewebe wird in gefrorenem Zustand 
mechanisch aufgeschlossen und iiber eine Standard Phenol / Chloroform- 
Extraktion wird 'Total RNA" isoliert. Mittels einer Oligotex Spin Column 
(Qiagen, Hilden, DE) wird mRNA aus der Total RNA Fraktion isoliert. 
Mittels eines Reversed Transkriptase Verfahrens (z.B. Life Technologies) 
unter Anwesenheit einer Cy5 (Pharmacia Amersham) markierten 
Nukleobase (Cy5-dUTP) werden samtliche mRNA Arten in 
fluoreszenzmarkierte cDNA Molekiile ubergefuhrt. Das so erhaltene 
Material wird in Hybridisierungspuffer aufgenommen, so daB eine 
Gesamtkonzentration von maximal 10 ng/jil vorliegt als flussige Probe. 



d) Analytisches System 
Optisches System 
i) Anregungseinheit 

Die Sensorplattform ist auf einer computergesteuerten Justiereinheit 
montiert, welche die Translation parallel und senkrecht zu den Gitterlinien 
sowie eine Rotation Drehachse parallel zu den Gitterlinien und durch den 
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Schwerpunkt des auf die Gitterstruktur (I) auftreffenden 
Anregungslichtflecks zur Einkopplung in die in Beispiel lb genannte 
Sensorplattform erlaubt. Unmittelbar nach dem als Anregungslichtquelle 
benutzten Laser befindet sich im Lichtweg ein Shutter, um den Lichtweg zu 
blockieren, wenn keine Messdaten aufgenommen werden sollen. Zusatzlich 
konnen Neutralfilter oder Polarisatoren an dieser Stelle oder auch anderen 
Positionen im weiteren Weg des Anregungslichts zur Sensorplattform in 
den Lichtweg gestellt werden, um die Anregungsintensitat stufenweise oder 
kontinuierlich zu variieren. 

Der Anregungslichtstrahl eines Helium-Neon-Lasers bei 632.8 nm wird mit 
einer 25-fachen Aufweitungsoptik auf ein paralleles Strahlenbundel mit 
kreisformigem Querschnitt von 25 mm Durchmesser aufgeweitet. Hiervon 
wird eine quadratische Flache von 10 mm Lange x 10 mm Breite 
(entsprechend den Bezeichnungen fur die Gitterstrukturen) aus dem 
zentralen Teil des Anregungslichtbundels ausgewahlt und iiber einen 
dichroischen Spiegel (650 DRLP, Omega Optical, Brattleborough, VT, 
USA) durch die optisch transparente Schicht (a) hindurch auf eines der 96 
Array im Zentrum des Anregungslichtbundels geleitet. Die Sensorplattform 
wird auf maximale Einkopplung justiert, welche an einem der Minimum der 
Transmission von Anregungslicht durch die Sensorplattform und einem 
Maximum der Summe aus reflektiertem Anregungslicht und innerhalb der 
Messgenauigkeiten unter gleichem Winkel wie dem der Reflexion nach 
Einkopplung in die Sensorplattform iiber die durchgehende Gitterstruktur 
(c) wieder ausgekoppeltem Anregungslicht erkennbar ist. Der optimale 
Einkopplungswinkel kann sowohl durch visuelle Kontrolle als auch 
computergesteuert iiber die Signale von in den entsprechenden 
Strahlengangen positionierten Photodioden mit anschliessendem Verstarker 
bestimmt werden. Auf diese Weise wird als Resonanzwinkel fur die 
Einkopplung ein Winkel von +3.5° bestimmt. 

ii)Detektion 

Als ortsauflosender Detektor dient eine CCD-Kamera (TE3/A Astrocam, 
Cambridge, UK) mit Peltier-Kuhlung (Betriebstemperatur -30 °C). Die 
Signalerfassung und Fokussierung auf den CCD-Chip erfolgt mit einem 
Heligon-Tandem-Objektiv (Rodenstock, zweimal Cine-Heligon 2.1/100 
mm) . Zwischen den beiden Halften des Heligon-Tandem-Objektivs 
befuiden sich, auf einem Filterwechsler montiert, 2 Interferenzfilter 
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(Omega, Brattleborough, Vermont, USA) mit Zentralwellenlange von 680 
nm und 40 nm Bandbreite, sowie entweder ein Neutralfilter (zur 
Transmission des abgeschwachten, gestreuten Anregungs- und sehr viel 
schwacheren Lumineszenzlichts von den Messbereichen) oder ein 
Neutralfilter in Kombination mit einem Interferenzfilter (zur Transmission 
des abgeschwachten , von den Messbereichen gestreuten Anregungslichts) . 
Die Signale bei der Anregungs- und der Lumineszenzwellenlange werden 
alternierend gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgt durch 
kommerziell erhaltliche Bildverarbeitungssoftware (ImagePro Plus) 



e) Verfahren zum Lumineszenznachweis der Hybridisierungsreaktion: 

In jedes der 96 Probenbehaltnisse der oben beschriebenen Vorrichtung mit 
immobilisierten cDNA Arrays werden 30 ul der wie unter dem Abschnitt 
"Probematerial" vorbereiteten flussigen Proben manuell oder iiber einen 
Laborroboter (z.B. Beckman 2000) eingefiillt. Die 96 Well Platte wird 
anschliessend mit einem Deckel hermetisch abgeschlossen, so daB iiber 
jedem Well ein Dampfraum von maximal 100 ul entsteht. 
In einem ersten thermischen Schritt (Temperaturerhohung auf 85 °C fur 30 
Minuten) werden die auf der Oberflache immobilisierten doppelstrangigen 
cDNAs dehybridisiert (vereinzelt) und so zur Hybridisierung mit den in der 
Probe vorhandenen Cy5 markierten einzelstrangigen cDNAs vorbereitet., 
Durch langsames Abkiihlen auf 43 °C (etwa 2 °C pro Minute) und 8 
Stunden Temperieren auf 43 °C wird eine Hybridisierung von 
immobilisierten einzelstrangigen cDNA mit den komplementaren Cy5 
markierten Molekiilen unter sog. stringenten Bedingungen (Hybridisierung 
nur vollig komplementarer Einzelstrange) ermoglicht. Durch Austausch der 
verbliebenen Probefliissigkeit und Absenken auf Raumtemperatur kann 
dieser Zustand stabilisiert werden. 

Zum Auslesen der Arrays in den einzelnen Probenbehaltnissen wird die 
vorgehend beschriebene Vorrichtung in dem beschriebenen analytischen 
System eingesetzt und auf maximale Einkopplung des Anregungslichts im 
Array des ersten der 96 Probenbehaltnisse entsprechend der obigen 
Beschreibung justiert, was mit Position des Filterwechslers fur die 
Anregungswellenlange kontrolliert wird. Anschliessend wird die Intensitat 
des Ruoreszenzlichts aus den Messbereichen (Spots) des Arrays mit 
Position des Filterwechslers fur die Lumineszenzwellenlange gemessen. 
Das Auslesen der Arrays in den weiteren Probenbehaltnissen erfolgt 
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sequentiell (fiir jeweils ein Probenbehaltnis mit einem Array von 400 
diskreten Messbereichen nach dem anderen), mittels Translation der 
Vorrichtung zur nachsten Position fiir das Auslesen der Lumineszenzsignale 
aus dem nachsten Probenbehaltnis. 



Beispiel 2: Bestimmung der Art und des Ausmasses von 
Enzyminduktion in Toxikologie und Drug Metabolismus mittels eines 
schnellen und hochparallelen auf Mikroarrays basierenden 
Differenzverfahrens 

In der pharmazeutischen Produktentwicklung werden nach Applikation von 
Xenobiotika (biologisch und / oder pharmakologisch wirksamen 
chemischen Substanzen) in Versuchstieren und im Menschen 
Untersuchungen des Wirkstoffmetabolismus und Toxikologiestudien 
durchgefuhrt. Dabei werden u. a. im , first Path Metabolismus" die ersten 
metabolischen Abbaureaktionen in der Leber untersucht. Haufig wird nach 
der Verabreichung solcher Substanzen eine Enzyminduktion", d. h. eine 
Beeinflussung der Konzentration der im Metabolismus in der Leber 
beteiligten Enzyme, typischerweise aus der Gruppe der P450 Isoenzyme 
(gemischt funktionelle Monooxygenasen), beobachtet. Diese Anderung 
wiederum beeinflusst die Qualitat und die Geschwindigkeit der weiteren 
Metabolisierung solcher Substanzen. Es besteht die Notwendigkeit, beim 
Test neuer pharmakologisch aktiver Substanzen diese Beeinflussung sehr 
friih im Testverfahren auf der Ebene der mRNA quantitativ und mit hoher . 
Empfindlichkeit im Vergleich zum Metabolismus von unbehandelten (nicht 
induzierten) Organismen zu messen. 



Herstellung und Aufbringung der biologischen Erkennungselemente 
auf einer Sensorplattform einer Vorrichtung mit je 100 diskreten 
Messbereichen in 96 Probenbehaltnissen 

a) Klone der 20 wichtigsten in der Literatur beschriebenen Cytochrom P450 
Isoenzyme, die eine Rolle im "First Path Metabolismus" in der Leber eine 
Rolle spielen, sowie 5 Klone 
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von Genen, die typischerweise keine Rolle in diesen Prozessen spielen, 
deren Expresssionsniveau im Idealfall konstant bleibt und deshalb zur 
Standisierung herangezogen werden konnen (sogehannte "Housekeeping 
Genes", u.a. 6-Actin und GAPDH, Tubulin-a, Ubiquitin, Phospholipase A2, 
etc.), werden ausgewahlt als biologische Erkennungselemente, welche auf 
der Sensorplattform in diskreten Messbereichen immobilisiert werden 
sollen. 

Zu der ersten Gruppe augewahlter biologischer Markersubstanzen gehoren 
unter anderem CYP1 Al, CYP1A2, CYP2B1, CYP2B2, CYP3A1, CYP3A2, 
CYP4A1. 

Das erforderliche genetische Material kann in Plasmidform kommerziell 
bezogen werden. Die Uberfiihrung und Amplifikation der Gensequenzen 
im Plasmid zu den entsprechenden cDNAs erfolgt mittels der 
entsprechenden Primerpaare und erzeugt doppelstrangige Molekiile (Probe 
cDNAs) mit einer Lange zwischen etwa 300 und 1000 Basenpaaren. 

b) Es wird eine Sensorplattform mit den ausseren Abmessungen 76 mm 
Breite x 1 12 mm Lange x 0.7 mm Dicke verwendet, auf deren Flache durch 
Kombination mit einer Platte aus Polymethylmethacrylat mit in Richtung 
der Sensorplattform offenen Ausnehmungen 

mit den Innendimensionen 7 mm Breite x 7 mm Lange x 0.15 mm Hohe 96 
Mikroflusszellen im Raster einer klassischen Mikrotiterplatte erzeugt 
werden konnen. Mittels Dichtungsringen, welche die Ausnehmungen 
umschliessen, sind die Ausnehmungen gegeneinander dicht verschliessend 
abgedichtet. 

Das Substratmaterial (optisch transparente Schicht (b) besteht aus AF 45 
Glas (Brechungsindex n = 1.52 bei 633 nm). Im Substrat wird mittels 
holographischer Belichtung der mit aufgeschleudertem Photolack bedeckten 
Schicht (b) Und anschliessendes nasschemisches Atzen ein Raster von 
Paaren aus Ein- und Auskoppelgittern mit parallel zur Breite der 
Sensorplattform verlaufenden Gitterlinien (360 nm Periode) von 12 +/- 3 
nm Gittertiefe erzeugt, wobei die Gitterlinien iiber die gesamte Breite der 
Sensorplattform ausgepragt sind. Der Abstand zwischen 
aufeinanderfolgenden Gitterpaaren betragt 9 mm, die Lange der einzelnen 
Gitterstrukturen (parallel zur Lange der Sensorplattform) 0.5 mm Der 
Abstand zwischen dem Ein- und Auskoppelgitter eines Gitterpaares betragt 
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5.5 mm, so dass die Ein- und Auskopplung des Anregungslichts jeweils 
innerhalb des Bereichs der Probenbehaltnisse, nach Kombination der 
Sensorplattform mit der oben beschriebenen Polymethylmethacrylatplatte, 
erfolgen kann. 

Die wellenleitende, optisch transparente Schicht (a) aus Ta 2 0 5 auf der 
optisch transparenten Schicht (b) wird durch reaktives, 
magnetfeldunterstiitztes DC-Sputtern (siehe DE-A- 44 10258) erzeugt und 
hat einen Brechungsindex von 2.15 bei 633 nm (Schichtdicke 150 nm). Die 
Gitterstruktur ubertragt sich infolge des Abscheidungsprozesses nahezu 
masstablich im Verhaltnis 1 : 1 auf die Oberflache der wellenleitenden 
Schicht, in die sich die Gitterstruktur ubertragt. 

Die von der Sensorplattform und der damit kombinierten 
Polymethylmethacrylplatte gebildeten Probenbehaltnisse weisen auf den der 
Sensorplattform gegenuberliegenden Begrenzungsflachen konisch 
ausgebohrte Offnungen auf, so dass eine Befiillung oder Entleerung der 
Probenbehaltnisse durch Einpressen von standardisierten, kommerziell 
erhaltlichen Pipettenspitzen aus Polypropylen erfolgen kann. 

Zur Vorbereitung auf die Immobilisierung der biochemischen oder 
biologischen oder synthetischen Erkennungselemente wird die 
Sensorplattformen mit Chloroform im Ultraschallgerat gereinigt und mittels 
einer Silanisierungsreaktion mit Glycidyloxypropyltrimethoxysilan 
chemisch aktiviert und so zur Immobilisierung der Probe cDNA's als 
biologische Erkennungselemente vorbereitet. Die einzelnen cDNAs in einer 
Konzentration von 50 ng/jil werden mittels einer kommerziellen 
piezogesteuerten Mikropipette (GeSim GmbH, GroBerkmannsdorf, DE) mit 
jeweils 10 Tropfen zu 0.1 nl auf einen Punkt aufgebracht, was zu 
Spotdurchmessern als diskreten Messbereichen von ca. 150 nm fuhrt. In 
einer 10 x 10 Spot-Anordnung (100 Feature Array werden jeweils 4 
Messbereiche mit gleicher cDNA erzeugt, so dass am Ende des 
Immobilisierungsvorganges die durch einen statistischen Algorithmus 
festgelegte Position der 25 verschiedenen als Erkennungselementen 
dienenden cDNAs bekannt, jedoch rein statistisch vorgegeben ist. Die Spots 
weisen einen Abstand der Spotmittelpunkte von 400 um auf und belegen so 
eine Flache von 4x4 mm auf der Sensorplattform. Durch thermische 
Behandlung - Aufheizen auf 60 °C fur 30 min. - kann die Immobilisierung 
optirniert werden. 
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Auf die so vorbereitete Sensorplattform wird die beschriebene 
Polymethylmethacrylatplatte so aufgebracht, dass die einzelnen 
Probenbehaltnisse gegeneinander iiber die umgebenden Dichtungen 
fluidisch dicht verschliessend gegeneinander abgeschlossen und die Arrays 
aus jeweils 100 von den Spots gebildeten Messbereichen zentrisch am 
Boden der Probenbehaltnisse angeordnet sind. 



c) Probenmaterial: 

i) mRNA aus nicht induzierten (nicht mit Xenobiotika behandelten) 
Versuchstieren 

Etwa 250 mg Leber aus getoteten Mausen wird mit fliissigem Stickstoff 
schockgefroren, im Mdrser zerkleinert und mit Chloroform entfettet. 
AnschlieBend wird 'Total RNA" iiber eine Standard Phenol / Chloroform- 
Extraktion isoliert. Mittels einer Oligotex Spin Column (Qiagen) wird 
mRNA aus der Total RNA Fraktion isoliert. Mittels eines Reversed 
Transkriptase Verfahrens (z.B. Life Technologies) unter Anwesenheit einer 
Cy5 (Pharmacia Amersham) markierten Nukleobase (Cy5-dUTP) werden 
samtliche mRNA-Arten in fluoreszenzmarkierte cDNA Molekiile 
iibergefiihrt. Das so erhaltene Material wird in Hybridisierungspuffer 
aufgenommen, so daB eine Gesamtkonzentration von maximal 10 ng/ul als 
flussige Probe vorliegt. 

ii) mRNA aus induzierten (mit Xenobiotika behandelten - als 
Testinduktor eignet sich zum Beispiel Phenobarbital) Versuchstieren 
Die Ausfiihrung erfolgt in analoger Weise wie vorgehend unter Beispiel 
2.c.i) beschrieben, mit dem einzigen Unterschied, dass die 
Fluoreszenzmarkierung mit Cy3 (Pharmacia Amersham) anstelle von Cy5 
erfolgt. 

Hi) Markierte mRNA aus den Ansatzen i) und ii) wird im Verhaltnis 1:1 
gemischt. 
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d) Analytisches System 
Optisches System 
i) Anregungseinheit 

Die Sensorplattform ist auf einer computergesteuerten Justiereinheit 
montiert, welche die Translation parallel und senkrecht zu den Gitterlinien 
sowie eine Rotation Drehachse parallel zu den Gitterlinien und durch den 
Schwerpunkt des auf die Gitterstruktur (I) auftreffenden 
Anregungslichtflecks zur Einkopplung in die in Beispiel 2b) genannte 
Sensorplattform erlaubt. Unmittelbar nach dem als Anregungslichtquelle 
benutzten Laser befindet sich im Lichtweg ein Shutter, um den Lichtweg zu 
blockieren, wenn keine Messdaten aufgenommen werden sollen. Zusatzlich 
konnen Neutralfilter oder Polarisatoren an dieser S telle oder auch anderen 
Positionen im weiteren Weg des Anregungslichts zur Sensorplattform in 
den Lichtweg gestellt werden, um die Anregungsintensitat stufenweise oder 
kontinuierlich zu variieren. 

Der Anregungslichtstrahl eines Helium-Neon-Lasers (2 mW) wird mit einer 
Linsenkombination, unter Verwendung einer Zylinderlinse, zu einem 
spaltformigem Lichtstrahl (parallel zu den Gitterlinien der Sensorplattform) 
aufgeweitet. Die oberen und unteren Randgebiete des parallel zu den 
Gitterlinien leicht divergenten, in der dazu senkrechten Projektion jedoch 
parallelen Anregungslichts werden durch einen Spalt ausgeblendet. Das 
resultierende Lichtbundel mit spaltformigem Querschnitt auf der 
Gitterstuktur wird auf die rechte Kante des Einkoppelgitters in einem der 
Probenbehaltnisse geleitet. Der Anregungslichtfleck hat eine Grosse von ca. 
0.8 mm Lange x 4 mm Breite. Die Sensorplattform wird auf maximale 
Einkopplung justiert, was an maximaler Intensitat des Streulichts erkennbar 
ist, welches langs des eingekoppelten Modes gefuhrten Anregungslichts 
durch Streuung abgestrahlt wird. Dieses Maximum kann man sowohl durch 
visuelle Bestimmung als auch durch Abbildung des mit dem 
Abbildungssystem erfassten Streulichts langs des Anregungsmodes auf 
einen optoelektronischen Detektor, z. B. auf die Pixels einer CCD-Kamera 
als Beispiel eines ortsauflosenden Detektors oder einer Photodiode als 
Beispiel eines nicht ortsaulosenden Detektors, bestimmen. Unter denselben 
Einkoppelbedingungen misst man fur das am Auskoppelgitter 
ausgekoppelte im Wellenleiter transmittierte Anregungslicht ebenfalls ein 
Maximalsignal. Als Resonanzwinkel fiir die Einkopplung wird ein Winkel 
von +3.8° bestimmt. 
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Als zweite Anregungslichtquelle wird ein griiner Helium-Neon-Laser mit 
Emission bei 543 nm verwendet. Uber einen Spiegel, der sowohl manuell 
als auch motorgetrieben zwischen festen Positionen klappbar ist, kann der 
Anregungsstrahl in denselben Strahlengang wie der vorgehend beschriebene 
rote Helium-Neon-Laser-Strahl (633 nm) geleitet werden, wobei dann 
zugleich der Strahlengangdes roten Lasers blockiert wird. 
Die Einstellung des Resonanzwinkels fur die Einkopplung folgt in gleicher 
Weise wie oben beschrieben, wobei ein Wert von +15° bestimmt wird. 



ii)Detektion 

Als ortsauflosender Detektor dient eine CCD-Kamera (TE3/A Astrocam, 
Cambridge, UK) mit Peltier-Kuhlung (Betriebstemperatur -30 °C). Die 
Signalerfassung und Fokussierung auf den CCD-Chip erfolgt mit einem 
Heligon-Tandem-Objektiv (Rodenstock, zweimal Cine-Heligon 2.1/100 
mm) . Zwischen den beiden Halften des Heligon-Tandem-Objektivs 
befinden sich, auf einem Filterwechsler montiert, 2 Interferenzfilter 
(Omega, Brattleborough, Vermont) mit Zentralwellenlange von 680 nm und 
40 nm Bandbreite, so wie entweder ein Neutralfilter (zur Transmission des 
abgeschwachten, gestreuten Anregungs- und sehr viel schwacheren 
Lumineszenzlichts von den Messbereichen) oder ein Neutralfilter in 
Kombination mit einem Interferenzfilter (zur Transmission des 
abgeschwachten , von den Messbereichen gestreuten Anregungslichts) . Die 
Signale bei der Anregungs- und der Lumineszenzwellenlange werden 
altemierend gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgt durch 
kommerziell erhaltliche Bildverarbeitungssoftware (ImagePro Plus) 

e) Verfahren zum Lumineszenznachweis der Hybridisierungsreaktion: 

Jede der 96 Mikroflusszellen wird individuell mit Hilfe des Laborroboters 
mit nach dem oben aufgefiihrten Verfahren behandeltem biologischen 
Material gefiillt. In einem ersten thermischen Schritt (Temperaturerhohung 
auf 85 °C fur 30 Minuten) werden die auf der Oberflache immobilisierten 
doppelstrangigen cDNAs dehybridisiert (vereinzelt) und so zur 
Hybridisierung mit den in der Probe vorhandenen Cy5 respektive Cy3 
markierten einzelstrangigen cDNAs vorbereitet. Durch langsames Abkuhlen 
auf 43 °C (etwa 2 °C pro Minute) und 8 Stunden Temperieren auf 43 °C 
wird eine Hybridisierung von immobilisierten einzelstrangigen cDNA mit 
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den komplementaren Cy5 bzw Cy3 markierten Molekiilen unter 
sogenannten stringenten Bedingungen (Hybridisiemng nur vollig 
komplementarer Einzelstrange), jedoch ohne kinetische oder 
thermodynamische Bevorzugung der verschieden markierten Molekiile, 
ermoglicht. In einem weiteren Schritt wird mit Hilfe des Laborroboters die 
uberstehende Fliissigkeit durch reinen Hybridisierungspuffer ersetzt, um 
nicht gebundenes, zur Fluoreszenz anregbares Material sowie unspezifisch 
an der Oberflache gebundenes Material zu entfernen. 
Nach der Lumineszenzmessung kann zur Regenerierung mit Hilfe des 
Laborroboters 2-molare Harnstofflosung als chaotropes Reagenz zugefiihrt 
werden. Eine Erhohung der Temperatur auf bis zu 80 °C vervollstandigt 
diesen Prozess. Nach weiterem Spiilen mit 10 mM Phosphatpuffer und 
Reaquilibrieren mit reinem Hybridisierungspuffer kann das Fluidik / 
Arraysystem wiederbenutzt werden. 

Zum Auslesen der Arrays in den einzelnen Probenbehaltnissen wird die 
vorgehend beschriebene Vorrichtung in dem beschriebenen analytischen 
System eingesetzt und auf maximale Einkopplung des Anregungslichts 
(zunachst fur 633 nm) im Array des ersten der 96 Probenbehaltnisse 
ehtsprechend der obigen Beschreibung justiert, was mit Position des 
Filterwechslers fiir die Anregungswellenlange kontrolliert wird. 
Anschliessend wird die Intensitat des Fluoreszenzlichts aus den 
Messbereichen (Spots) des Arrays mit Position des Filterwechslers fur die 
Lumineszenzwellenlange (zunachst mit Filter 680 DF 40, Omega 
Brattleborough, VT, fur Cy5) gemessen. Das Auslesen der Arrays in den 
weiteren Probenbehaltnissen erfolgt sequentiell (fiir jeweils ein 
Probenbehaltnis mit einem Array von 100 diskreten Messbereichen nach 
dem anderen), mittels Translation der Vorrichtung zur nachsten Position fiir 
das Auslesen der Lumineszenzsignale aus dem nachsten Probenbehaltnis. 

Anschliessend wird die Vorrichtung auf die Einkoppleposition fiir das Array 
im ersten Probenbehaltnis zuriichgefahren und nach Umklappen des 
Spiegels auf maximale Einkopplung fiir das griine Anregungslicht (543 nm) 
eingestellt. Anschliessend wird die Intensitat des Fluoreszenzlichts aus den 
Messbereichen (Spots) des Arrays mit Position des Filterwechslers fiir die 
kurzerwellige Lumineszenzwellenlange (mit Filter 580 DF 40, Omega 
Brattleborough, VT, USA, fur Cy3) gemessen. Das Auslesen der Arrays in 
den weiteren Probenbehaltnissen erfolgt sequentiell (fiir jeweils ein 
Probenbehaltnis mit einem Array von 100 diskreten Messbereichen nach 
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dem anderen), mittels Translation der Vorrichtung zur nachsten Position fur 
das Auslesen der Lumineszenzsignale aus dem nachsten Probenbehaltnis. 



Beispiel 3: Vorrichtung und Verfahren zur gleichzeitigen quantitativen 
Bestimmung mehrerer Zytokin-Markerproteine in einer und mehrerer 
Analysenproben (Multi-Zytokin Platte) 

a) Als Vorrichtung dient eine quadratische Sensorplattform mit den 
ausseren Abmessungen 101.6 mm x 101.6 mm (4 Zoll x 4 Zoll) x 0.7 mm 
Dicke, verbunden mit einer 5 mm starken PDMS-Schicht 
(Polydimethylsilikon, Sylgard 184 Silicon Elastomer Kit von Dow 
Corning), in der offene, runde Ausparungen von jeweils 7 mm 
Durchmesser, in einem (Zentrum-zu-Zentrum) Abstand von 9 mm, fur die 
Probenbehaltnisse zur Aufnahme von Analysenvolumina (10-100 
geformt wurden. Die Ausparungen sind in Form von 1 1 Reihen und 1 1 
Spalten in der Schicht organisiert (total 121 Wells). Zur Unterdriickung von 
Streulicht wurde das Polymermaterial mit schwarzem Pigment eingefarbt. 

Das Substratmaterial der Sensorplattform (optisch transparente Schicht (b) 
besteht aus AF 45 Glas (Brechungsindex n = 1.52 bei 633 nm). Im Substrat 
wird mittels holographischer Belichtung der mit aufgeschleudertem 
Photolack bedeckten Schicht (b) und anschliessendes nasschemisches Atzen 
eine durchgehende Struktur eines Oberflachenreliefgitters einer Periode von 
360 nm und einer Tiefe von 25 +/- 5 nm erzeugt, mit Orientierung der 
Gitterlinien parallel zur Kante der Sensorplattform. Die wellenleitende, 
optisch transparente Schicht (a) aus Ta 2 Os auf der optisch transparenten 
Schicht (b) wird durch reaktives, magnetfeldunterstutztes DC-Sputtern 
(siehe DE 4410258) erzeugt und hat einen Brechungsindex von 2.15 bei 633 
nm (Schichtdicke 150 nm). Die Gittertiefen auf der wellenleitenden Schicht, 
in die sich die Gitterstruktur infolge des Abscheidungsprozesses nahezu 
masstablich im Verhaltnis 1:1 ubertragt. 

Die Oberflache der Sensorplattform wird unter Einwirkung eines 
Sauerstoffplasmas gereinigt, um organische Kontamination zu entfemen. 
Anschliessend wird eine Haftvermittlungsschicht, bestehend aus einem 
Monolayer von Mono-Octadecylphosphat, durch einen 
Selbstorganisierungsprozess (Self- Assembly) auf die hydrophile 
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Wellenleiteroberflache aufgebracht. Diese Oberflachenmodifizierung fiihrt 
zu einer sehr hydrophoben Oberflache (Kontaktwinkel 100° -110° 
gegeniiber Wasser). Der Prozess der Oberflachenmodifizierung wurde in der 
Literatur naher beschrieben (D. Brovelli et al., Langmuir 15 (1999) 4324 - 
4327). 

Auf die hydrophobe Oberflache der mit der Haftvermittlungsschicht 
versehenen Sensorplattform werden 121 Arrays (in 11 Reihen x 11 Spalten) 
von je 25 Spots, ihrerseits in einer Anordnung von jeweils 5 Reihen x 5 
Spalten, mit unterschiedlichen Antikdrpern als biologischen 
Erkennungselementen zur Erkennung und Bindung von Zytokin- 
Markerproteinen mit einem Inkjet Plotter, Modell NP1C (Firma GeSiM 
mbH, Grosserkmannsdorf, DE) aufgebracht. 

b) Die Antikorper werden in einer Konzentration von 100 jug/ml in 
phosphatgepufferter Salzldsung (pH 7.4) mit einem Anteil von Zucker 
(0.1% Trehalose) aufgetragen, in fliissigem Zustand fiir 2-3 Stunden in 
gesattigter Wasserdampfatmosphare inkubiert, anschliessend gewaschen 
und mit Stickstoff trocken geblasen. Der Durchmesser der Spots, mit einem 
Abstand (Zentrum-zu-Zentrum) von 1 mm, betragt im Mittel 0.5 mm Fiinf 
verschiedene Antikorper zur Erkennung von Zytokinen, im speziellen von 
unterschiedlichen Interleukinen, werden in den jeweils 5 Reihen eines 
Einzelarrays verwendet. Um aus jeder Einzelmessung pro zuzufuhrender 
Probe zugleich bereits Daten zur statistischen Assayreproduzierbarkeit zu 
erhalten, werden pro Array jeweils 5 Messbereiche mit gleichen Interleukin- 
Antikorpern als biologische Erkennungselemente erzeugt. Dabei wird die 
Position des Messbereichs mit dem jeweiligen Interleukin- Antikorper als 
biologischem Erkennungselement durch einen statistischen Algorhythmus 
festgelegt, so dass am Ende des Immobiliserungsvorganges die Positionen 
der 5 verschiedenen Interleukine im 25-Spot Array bekannt, jedoch rein 
statistisch vorgegeben sind. Damit kann in dem nachfolgenden 
Nachweisverfahren eine bedeutende Einsparung an Analysenzeit und 
einzusetzender Probenmenge im Vergleich zu den beschriebenen bekannten 
Nachweisverfahren (z. B. ELISA) erzielt werden, welche zur Bestimmung 
der Assayreproduzierbarkeit im allgemeinen eine Vielzahl von 
Einzelmessungen in diskreten Probenbehaltnissen und aufgrund der 
notwendigen grossen Anzahl von Einzelmessungen auch auf mehreren 
Mikrotiterplatten voraussetzen. 



WO 01/13096 ^ PCT/EP00/07529 




Die verbleibende, nicht protein-bedeckte hydrophobe Oberflache wird mit 
10 mg/ml Serumalbumin (Inkubationszeit 10 min), zur Unterdriickung von 
unspezifischer Bindung von Sekundarantikorpern im spateren 
Nachweisverfahren, geblockt. Nach erfolgter Antikorperauftragung wird die 
PDMS-Schicht mit der praparierten Sensorplattform derart verbunden, dass 
sich jeweils ein Array innerhalb der 121 Aussparungen der PDMS-Schicht 
befindet. 



c) Analytisches System 
Optisches System 
i) Anregungseinheit 

Die Sensorplattform ist auf einer computergesteuerten Justiereinheit 
montiert, welche die Translation parallel und senkrecht zu den Gitterlinien 
sowie eine Rotation Drehachse parallel zu den Gitterlinien und durch den 
Schwerpunkt des auf die Gitterstruktur (I) auftreffenden 
Anregungslichtflecks zur Einkopplung in die in Beispiel 3a) genannte 
Sensorplattform erlaubt Unmittelbar nach dem als Anregungslichtquelle 
benutzten Laser befindet sich im Lichtweg ein Shutter, um den Lichtweg zu 
blockieren, wenn keine Messdaten aufgenommen werden sollen. Zusatzlich 
konnen Neutralfilter oder Polarisatoren an dieser Stelle oder auch anderen 
Positionen im weiteren Weg des Anregungslichts zur Sensorplattform in > 
den Lichtweg gestellt werden, um die Anregungsintensitat stufenweise oder 
kontinuierlich zu variieren. 

Der Anregungslichtstrahl eines Helium-Neon-Lasers bei 632.8 nm wird mit 
einer 25-fachen Aufweitungsoptik auf ein paralleles Strahlenbundel mit 
kreisformigem Querschnitt von 25 mm Durchmesser aufgeweitet. Hiervon 
wird eine quadratische Flache von 1 6 mm Lange x 16 mm Breite 
(entsprechend den Bezeichnungen fur die Gitterstrukturen) aus dem 
zentralen Teil des Anregungslichtbundels ausgewahlt und iiber einen 
dichroischen Spiegel (650 DRLP, Omega Optical, Brattleborough, VT, 
USA) durch die optisch transparente Schicht (a) hindurch auf eine Gruppe 
von 4 der 121 Arrays im Zentrum des Anregungslichtbundels geleitet. Die 
Sensorplattform wird auf maximale Einkopplung justiert, welche an einem 
der Minimum der Transmission von Anregungslicht durch die 
Sensorplattform und einem Maximum der Summe aus reflektiertem 
Anregungslicht und innerhalb der Messgenauigkeiten unter gleichem 
Winkel wie dem der Reflexion nach Einkopplung in die Sensorplattform 
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iiber die durchgehende Gitterstruktur (c) wieder ausgekoppeltem 
Anregungslicht erkennbar ist. Der optimale Einkopplungswinkel kann 
sowohl durch visuelle Kontrolle als auch computergesteuert iiber die 
Signale von in den entsprechenden Strahlengangen positionierten 
Photodioden mit anschliessendem Verstarker bestimmt werden. Auf diese 
Weise wird als Resonanzwinkel fiir die Einkopplung ein Winkel von +3.5° 
bestimmt. 



ii)Detektion 

Als ortsauflosender Detektor dient eine CCD-Kamera (TE3/A Astrocam, 
Cambridge, UK) mit Peltier-Kuhlung (Betriebstemperatur -30 °C). Die 
Signalerfassung und Fokussierung auf den GCD-Chip erfolgt mit einem 
Heligon-Tandem-Objektiv (Rodenstock, zweimal Cine-Heligon 2.1/100 
mm) . Zwischen den beiden Halften des Heligon-Tandem-Objektivs 
befinden sich, auf einem Filterwechsler montiert, 2 Interferenzfilter 
(Omega, Brattleborough, Vermont) mit Zentralwellenlange von 680 nm und 
40 nm Bandbreite, sowie entweder ein Neutralfilter (zur Transmission des 
abgeschwachten, gestreuten Anregungs- und sehr viel schwacheren 
Lumineszenzlichts von den Messbereichen) oder ein Neutralfilter in 
Kombination mit einem Interferenzfilter (zur Transmission des 
abgeschwachten , von den Messbereichen gestreuten Anregungslichts) . Die 
Signale bei der Anregungs- und der Lumineszenzwellenlange werden 
alternierend gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgt durch 
kommerziell erhaltliche Bildverarbeitungssoftware (ImagePro Plus) 



d) Nachweisverfahren 

Zur spezifischen Erkennung der nachzuweisenden Zytokine wird das 
Format eines Sandwich- Assays gewahlt. Fiir die gewahlten Zytokine 
(Interleukine IL#1 bis Il#5) werden jeweils 11 Kalibrationslosungen in 
phosphatgepufferter Salzlosung mit einem 
Zusatz von 0.1% Serumalbumin und 0.05% Tween20 hergestellt 
(Interleukinmengen 0, 0.5, 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 300 pg/ml). 
Zusatzlich werden 1 1 Misch-Kalibrationslosungen aller 5 Interleukine 
hergestellt, welche jedes der 5 Interleukine in gleicher Konzentration 
enthalten, sowie iiber ein Zufallsverfahren 55 Probelosungen, welche 
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unbekannte Konzentrationen der Interleukine enthalten. Dann werden die 
individuellen Konzentrationslosungen mit dem entsprechenden spezifischen 
biotinylierten sekundaren Interleukin-Antikorper (jeweils 200-picomolar) 
eine Stunde lang vorinkubiert. Entsprechend werden die Misch- 
Kalibrationslosungen sowie die Probelosungen mit einer Mischung der 5 
verschiedenen sekundaren biotinylierten Anti-Interleukin-Antikorper 
(jeweils 200-picomolar) ebenfalls eine Stunde lang vorinkubiert. 

Dann werden je 50 ul der individuellen Kalibrationslosungen in die ersten 5 
Reihen von Probenbehaltnissen auf der Sensorplattform gefullt, so dass im 
nachfolgenden Fluoreszenznachweisschritt mit jeder Reihe eine individuelle 
Kalibrationskurve (Dose-Response Curve) pro Interleukin erzeugt werden 
kann. In die sechste Reihe von 1 1 Probenbehaltnissen werden je 50 ul der 
Misch-Kalibrationslosungen gefullt, um spater entsprechende 
Kalibrationskurven in Anwesenheit der Analytgemische zu erzeugen. Die 
55 Probelosungen werden entsprechend auf die ubrigen 5 Reihen von 
Probenbehaltnissen verteilt. Die Inkubationszeit mit alien 121 
Messlosungen betragt 30 Minuten. Nachfolgend werden die 
Probenbehaltnisse mit Puffer (phosphatgepufferte Salzlosung mit einem 
Zusatz von 0.1% Serumalbumin und 0.05% Tween20) gewaschen. Im 
abschliessenden Fluoreszenznachweisschritt werden in jedes 
Probenbehaltnis 50 ul von 1-nanomolarem Cy5-Streptavidin (Amersham- 
Pharmacia) in Pufferlosung (phosphatgepufferter Salzlosung mit einem 
Zusatz von 0.1% Serumalbumin und 0.05% Tween20) gefullt und nach 
weiterer 15-minutiger Inkubationszeit die Fluoreszenzsignale aus jedemder 
Messbereiche in den 121 Arrays gemessen. 

Zum Auslesen der Arrays in den einzelnen Probenbehaltnissen wird die 
vorgehend beschriebene Vorrichtung in dem beschriebenen analytischen 
System eingesetzt und auf maximale Einkopplung des Anregungslichts in 
den Arrays der ersten 4 der 121 Probenbehaltnisse entsprechend der obigen 
Beschreibung justiert, was mit Position des Filterwechslers fur die 
Anregungswellenlange kontrolliert wird. Anschliessend wird die Intensitat 
des Fluoreszenzlichts aus den Messbereichen (Spots) der Arrays mit 
Position des Filterwechslers fur die Lumineszenzwellenlange gemessen. 
Das Auslesen der Arrays in den weiteren Probenbehaltnissen erfolgt 
sequentiell (fur jeweils eine Gruppe von 4 Probenbehaltnissen mit Arrays 
von jeweils 25 diskreten Messbereichen nach der anderen), mittels 
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Translation der Vorrichtung zur nachsten Position fiir das Auslesen der 
Lumineszenzsignale aus dem nachsten Probenbehaltnis. 
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Patentanspriiche 



1. Vorrichtung, umfassend einen planaren optischen Wellenleiter als 
Bestandteil einer Sensorplattform und eine mit der Sensorplattform direkt 
oder iiber ein dichtendes Medium vermittelt in Kontakt stehende, direkt 
dicht verschliessende oder iiber das dichtende Medium dicht verschlossene 
Schicht (g) (gemass Abbildung 1) mit einer Vielzahl von mindestens zur 
Seite der Sensorplattform offenen Aussparungen, welche eine Vielzahl von 
Probenbehaltnissen in einer zweidimensionalen Anordnung bilden, dadurch 
gekennzeichnet, dass 

in jeweils fiinf oder mehr diskreten Messbereichen (d) (gemass Abbildung 
1) in einem einzelnen Probenbehaltnis unterschiedliche biochemische oder 
biologische Erkennungselemente zur spezifischen Erkennung und Bindung 
unterschiedlicher Analyten immobilisiert sind, wobei die besagten 
Messbereiche in optischer Wechselwirkung mit dem Anregungslicht aus 
dem optischen Wellenleiter, als Bestandteil einer Sensorplattform, stehen, 
welche eine Begrenzungsflache dieser Probenbehaltnisse bildet, wobei den 
Probenbehaltnissen zugefuhrte Proben- oder Reagensflussigkeiten abgefuhrt 
und nachfolgend weitere Proben- oder Reagensflussigkeiten, gegebenenfalls 
ohne Waschschritte, den gleichen besagten Probenbehaltnissen zugefuhrt 
werden konnen. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass von den 
jeweils fiinf oder mehr Messbereichen in einem einzelnen Probenbehaltnis 
jeweils ein oder mehr Messbereiche zur Referenzierung verwendet werden. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
Messbereiche zur Referenzierung gleicher chemischer oder optischer 
Parameter in mehreren iiber die Sensorplattform verteilten 
Probenbehaltnissen verwendet werden, so dass die ortliche Verteilung 
besagter chemischer oder optischer Parameter auf der Sensorplattform 
bestimmt werden kann. 



4. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-3, dadurch gekennzeichnet, 
dass die besagten Messbereiche in optischer Wechselwirkung mit dem 
evaneszenten Feld von in dem planaren optischen Wellenleiter gefiihrtem 
Anregungslicht stehen. 
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5. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 - 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass der optische Wellenleiter als Bestandteil der Sensorplattform ein 
multimodaler oder monomodaler Wellenleiter aus einem zumindest bei der 
Anregungs- und der Lumineszenzwellenlange transparentem anorganischem 
Material, vorzugsweise Glas, oder organischem Material, vorzugsweise 
Kunststoff, besonders vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe, die von 
Polymethylmetacrylat, Polycarbonat, Polystyrol, gebildet wird, ist. 

6. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-5, dadurch gekennzeichnet, 
dass der optische Wellenleiter als Bestandteil der Sensorplattform 
selbsttragend ist. 

7. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-4, dadurch gekennzeichnet, 
dass der optische Wellenleiter als Bestandteil der Sensorplattform ein 
optischen Schichtwellenleiter mit einer ersten optisch transparenten Schicht 

(a) (gemass Abbildung 1) auf einer zweiten optisch transparenten Schicht 

(b) (gemass Abbildung 1) mit niedrigerem Brechungsindex als Schicht (a) 
ist. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass das Material 
der zweiten optisch transparenten Schicht (b) aus Glas, Quarz oder einem 
transparenten thermoplastischen Kunststoff, bevorzugt aus der Gruppe, die 
von Polycarbonat, Polyimid, Polymethylmethacrylat oder Polystyrol 
gebildet wird, besteht. 

9. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 7-8, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Brechungsindex der ersten optisch transparenten Schicht (a) 
grosser als 1.8 ist. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 7-9, dadurch gekennzeichnet, 
dass die erste optisch transparente Schicht (a) aus Ti0 2 , ZnO, Nb20 5 , Ta 2 0 5 , 
Hf0 2 , oder Zr0 2 , bevorzugt aus Ta 2 0 5 oder Nb 2 0 5 besteht. 

11. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 7-10, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Dicke der ersten optisch transparenten Schicht (a) 40 bis 300 nm, 
bevorzugt 100 bis 200 nmbetragt. 



12. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 7-11, dadurch gekennzeichnet, 
dass sich zwischen den optisch transparenten Schichten (a) und (b) und in 



WO 01/13096 



PCT/EP00/07529 



k s 




Kontakt mit Schicht (a) eine weitere optisch transparente Schicht (b') 
(gemass Abbildung 1) mit niedrigerem Brechungsindex als dem der Schicht 
(a) und einer Starke von 5 nm - 10000 nm, vorzugsweise von 10 nm - 1000 
nm, befmdet. 

13. Vorrichtung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Aufgabe der weiteren optisch transparenten Schicht (b') einer Verringerung 
der Oberflachenrauhigkeit unter der Schicht (a) oder der Verminderung des 
Eindringens des evaneszenten Feldes von in Schicht (a) gefuhrtem Licht in 
die eine oder mehrere darunter liegende Schichten oder einer Verbesserung 
der Haftung der Schicht (a) auf der einen oder mehreren darunter liegenden 
Schichten oder der Verminderung von thermisch hervorgerufenen 
Spannungen innerhalb der optischen Sensorplattform oder der chemischen 
Isolation der optisch transparenten Schicht (a) von darunter liegenden 
Schichten mittels Abdichten von Mikroporen in der Schicht (a) gegen 
darunter liegende Schichten dient. 

14. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 7 - 13, dadurch gekennzeichnet, 
dass zur Immobilisierung biologischer oder biochemischer oder 
synthetischer Erkennungselementen auf der optisch transparenten Schicht 
(a) eine Haftvermittlungsschicht (f) aufgebracht ist. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Haftvermittlungsschicht (f) (gemass Abbildung 1) eine Starke von weniger 
als 200 nm, vorzugsweise von weniger als 20 nm hat. 

16. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 14-15, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Haftvermittlungsschicht (f) sich aus chemischen 
Verbindungen aus den Gruppen Silane, Epoxide, "selbstorganisierte 
funktionalisierte Monoschichten" zusammensetzt. 

17. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-16, dadurch gekennzeichnet, 
dass raumlich getrennte Messbereiche (d) durch raumlich selektive 
Aufbringung von biologischen oder biochemischen oder synthetischen 
Erkennungselementen auf besagter Sensorplattform erzeugt werden. 

18. Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass zur 
Aufbringung der biologischen oder biochemischen oder synthetischen 
Erkennungselementen eines oder mehrere Verfahren verwendet werden aus 
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der Gruppe von Verfahren, die von "Inkjet spotting", mechanischem 
Spotting mittels Stift oder Feder, micro contact printing, fluidische 
Kontaktierung der Messbereiche mit den biologischen oder biochemischen 
oder synthetischen Erkennungselementen durch deren Zufuhr in parallelen 
oder gekreuzten Mikrokanalen, unter Einwirkung von Druckunterschieden 
oder elektrischen oder elektromagnetischen Potentialen" gebildet werden. 

19. Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass als 
besagte biologische oder biochemische oder synthetische 
Erkennungselemente Komponenten aus der Gruppe aufgebracht werden, die 
von Nukleinsauren (DNA, RNA), Antikorpem, Aptameren, 
membrangebundenen und isolierten Rezeptoren, deren Liganden, Antigene 
fur Antikorper, durch chemische Synthese erzeugte Kavitaten zur Aufnahme 
molekularer Imprints, "Histidin-Tag-Komponenten" gebildet wird. 

20. Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass als 
biologische oder biochemische oder synthetische Erkennungselementen 
ganze Zellen oder Zellfragmente aufgebracht werden. 

21. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 17-20, daurch gekennzeichnet, 
dass zwischen den raumlich getrennten Messbereichen (d) gegeniiber dem 
Analyten "chemisch neutrale" Verbindungen zur Verminderung 
unspezifischer Bindung oder Adsorption aufgebracht sind. 

22. Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass die 
besagten "chemisch neutralen" Verbindungen aus den Gruppen ausgewahlt 
sind, die zum Beispiel von Albuminen, insbesondere Rinderserum- Albumin, 
Heringssperma oder auch Polyethylenglycolen gebildet werden. 

23. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 7 - 22, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Einkopplung des Anregungslichts zu den Messbereichen (d) 
mithilfe von einer oder melireren Gitterstrukturen (c) (gemass Abbildung 1) 
erfolgt, die in der optisch transparenten Schicht (a) ausgepragt sind. 

24. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 7-23, dadurch gekennzeichnet, 
dass Auskopplung von in der optisch transparenten Schicht (a) gefuhrtem 
Licht mithilfe von Gitterstrukturen (c') (gemass Abbildung 1) erfolgt, die in 
der optisch transparenten Schicht (a) ausgepragt sind. 
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25. Vorrichtung nach Anspruch 23 und Anspruch 24, dadurch 
gekennzeichnet, dass in der optisch transparenten Schicht (a) ausgepragte 
Gitterstrukturen (c) und (c') gleiche oder unterschiedliche Periode haben 
und parallel oder nicht parallel zueinander ausgerichtet sind. 

26. Vorrichtung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Gitterstrukturen (c) und (c') wechselseitig als Ein- und / oder 
Auskoppelgitter verwendet werden konnen. 

27. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 7 - 26, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Gitterstrukturen (c) und gegebenenfalls zusatzlich vorhandene 
Gitterstrukturen (c') eine Periode von 200 nm - 1000 nm aufweisen und die 
Modulationstiefe der Gitter 3 bis 100 nm, bevorzugt 10 bis 30 nm betragt. 

28. Vorrichtung nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Verhaltnis von Modulationstiefe zur Dicke der ersten optisch transparenten 
Schicht (a) gleich oder kleiner als 0,2 ist. 

29. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 7 - 28, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Gitterstruktur (c) ein Reliefgitter mit Rechteck-, Dreieck- oder 
halbkreisformigem Profil oder ein Phasen- oder Volumengitter mit einer 
periodischen Modulation des Brechungsindex in der im wesentlichen 
planaren optisch transparenten Schicht (a) ist. 

30. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 7 - 29, dadurch gekennzeichnet, 
dass zwischen der optisch transparenten Schicht (a) und den immobilisierten 
biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen 
eine dunne Metallschicht, vorzugsweise aus Gold oder Silber, 
gegebenenfalls auf einer zusatzlichen dielektrischen Schicht mit 
niedrigerem Brechungsindex als der Schicht (a), beispielsweise aus Silica 
oder Magnesiumfluorid, aufgebracht ist, wobei die Dicke der Metallschicht 
und der eventuellen weiteren Zwischenschicht so ausgewahlt ist, dass ein 
Oberflachenplasmon bei der Anregungswellenlange und / oder der 
Lumineszenzwellenlange angeregt werden kann. 

31. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 7 - 30, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Gitterstruktur (c) ein diffraktives Gitter mit einer einheitlichen 
Periode ist. 
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32. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 7 - 30, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Gitterstruktur (c) ein multidiffraktives Gitter ist. 

33. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 23 - 32, dadurch 
gekennzeichnet, dass sich die Gitterstrukturen (c) und gegebenenfalls 
zusatzlich vorhandenen Gitterstukturen (c') ausserhalb des Bereichs der 
Probenbehaltnisse befinden. 

34. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 23 - 32, dadurch 
gekennzeichnet dass sich Gitterstrukturen (c) und gegebenenfalls zusatzlich 
vorhandene Gitterstrukturen (c') iiber den Bereich mehrerer oder alle 
Probenbehaltnisse erstrecken. 

35. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-33, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Material der mit der Sensorplattform in Kontakt stehenden, dicht 
verschliessenden Schicht (g) an der Auflageoberflache zu der 
Sensorplattform mindestens in der Eindringtiefe des evaneszenten Feldes 
sowohl fiir die Anregungsstrahlung als auch fiir die angeregte 
Lumineszenzstrahlung transparent ist. 

36. Vorrichtung nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Schicht (gXals zweilagige Schicht vorliegt, deren erste, welche mit der 
Oberflache der Sensorplattform in Kontakt gebracht wird, sowohl fur die 
Anregungsstrahlung als auch fiir die angeregte Lumineszenzstrahlung 
transparent ist, wahrend die dann anschliessende, sich im weiteren Abstand 
von der Sensorplattform befmdliche Schicht im Spektralbereich der 
Anregungsstrahlung und der angeregten Lumineszenzstrahlung 
absorbierend ist. 



37. Vorrichtung nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Material der mit der Sensorplattform in Kontakt stehenden, dicht 
verschliessenden Schicht (g) im Spektralbereich der Anregungsstrahlung 
und der angeregten Lumineszenzstrahlung absorbierend ist. 

38. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 - 37, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Material der mit der Sensorplattform in Kontakt stehenden, dicht 
verschliessenden Schicht (g) auf der Sensorplattform selbsthaftend ist. 
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39. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 - 38, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Material der mit der Sensorplattform in Kontakt stehenden, dicht 
verschliessenden Schicht (g) aus einem Polysiloxan besteht. 

40. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 - 39, dadurch gekennzeichnet, 
dass sich in einem Probenbehaltnis 5 - 1000, bevorzugt 10 - 400 
Messbereiche befinden. 



41. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 - 40, dadurch gekennzeichnet, 
dass ein einzelner Messbereich in einem Probenbehaltnis eine Flache von 
0.001 - 6 mm 2 einnimmt, wobei die Messbereiche gleiche oder 
unterschiedliche Grosse haben. 

42. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-41, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Probenbehaltnisse jeweils ein Volumen von 100 nl - 1 ml haben. 

43. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 - 42, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Probenbehaltnisse auf der von der optisch transparenten Schicht (a) 
abgewandten Seite, mit Ausnahme von Ein- und / oder Auslassoffnungen 
fur die Zufuhr oder den Auslass der Proben und gegebenenfalls zusatzlicher 
Reagentien, geschlossen sind und die Zufuhr oder der Auslass von Proben 
und gegebenenfalls zusatzlicher Reagentien in einem geschlossenen 
Durchflusssystem erfolgen, wobei im Falle der Fliissigkeitszufuhr zu 
mehreren Messbereichen oder Segmenten mit gemeinsamen Einlass- und 
Auslassoffnungen diese bevorzugt spalten- oder zeilenweise addressiert 
werden. 

- 44. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-43, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Zufuhr der Proben und gegebenenfalls zusatzlichen Reagentien in 
parallelen oder gekreuzten Mikrokanalen, unter Einwirkung von 
Druckunterschieden oder elektrischen oder elektromagnetischen Potentialen 
erfolgt. 



45. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 - 42, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Probenbehaltnisse auf der von der optisch transparenten Schicht (a) 
abgewandten Seite Offnungen zur lokal addressierten Zugabe oder 
Entfernung der Proben oder anderer Reagentien besitzen. 
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46. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-45, dadurch gekennzeichnet, 
dass Behaltnisse fur Reagentien vorgesehen sind, welche wahrend des 
Verfahrens zum Analytnachweis benetzt und mit den Messbereichen in 
Kontakt gebracht werden. 

47. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 - 46, dadurch gekennzeichnet, 
dass auf der Sensorplattform optisch oder mechanisch erkennbare 
Markierungen zur Erleichtemng der Justierung in einem optischen System 
und / oder zur Verbindung mit der die Ausnehmungen fur die 
Probenbehaltnisse enthaltenden Schicht (g) aufgebracht sind. 

48. Analytisches System zur Bestimmung einer oder mehrerer 
Lumineszenzen, mit 

- mindestens einer Anregungslichtquelie 

- einer Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-47 

- mindestens einem Detektor zur Erfassung des von dem mindestens 
einem oder mehreren Messbereichen (d) auf der Sensorplattform 
ausgehenden Lichts. 

49. Analytisches System nach Anspruch 48 mit einer Vorrichtung nach 
einem der Anspriiche 7 - 47, dadurch gekennzeichnet, dass das von der 
mindestens einen Lichtquelle ausgesandte Anregungslicht koharent ist und 
unter dem Resonanzwinkel zur Einkopplung in die optisch transparente 
Schicht (a) auf die einen oder mehreren Messbereiche eingestrahlt wird. 

50. Analytisches System nach Anspruch 49, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Anregungslicht von mindestens einer Lichtquelle mit einer 
Aufweitungsoptik zu einem im wesentlichen parallelen Strahlenbundel 
aufgeweitet wird und unter dem Resonanzwinkel zur Einkopplung in die 
optisch transparente Schicht (a) auf die einen oder mehreren Messbereiche 
eingestrahlt wird. 

51. Analytisches System nach Anspruch 49, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Anregungslicht von der mindestens einen Lichtquelle durch ein oder, im 
Falle mehrerer Lichtquellen, gegebenenfalls mehrere diffraktive optische 
Elemente, vorzugsweise Dammann-Gitter, oder refraktive optische 
Elemente, vorzugsweise Mikrolinsen-Arrays, in eine Vielzahl von 
Einzelstrahlen moglichst gleicher Intensitat der von einer gemeinsamen 
Lichtquelle stammenden Teilstrahlen zerlegt wird, welche jeweils im 
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wesentlichen parallel zueinander auf raumlich getrennte Messbereiche 
eingestrahlt werden. 

52. Analytisches System nach Anspruch 49, dadurch gekennzeichnet, dass 
als Anregungslichtquellen zwei oder mehrere koharente Lichtquellen mit 
gleicher oder unterschiedlicher Emissionswellenlange verwendet werden. 

53. Analytisches System nach einem der Anspriiche 48 - 52, dadurch 
gekennzeichnet, dass zur Detektion mindestens ein ortsauflosender Detektor 
verwendet wird. 

54. Analytisches System nach Anspruch 53, dadurch gekennzeichnet dass 
als der mindestens eine ortsauflosende Detektor mindestens ein Detektor 
aus der Gruppe verwendet wird, die von CCD-Kameras, CCD-Chips, 
Photodioden-Arrays, Avalanche-Dioden-Arrays, Multichannelplates und 
Vielkanal-Photomuliplier gebildet wird. 

55. Analytisches System nach einem der Anspriiche 48 - 54, dadurch 
gekennzeichnet, dass zwischen der einen oder mehreren 
Anregungslichtquellen und der Sensorplattform und /oder zwischen 
besagter Sensorplattform und dem einen oder mehreren Detektoren optische 
Komponenten aus der Gruppe verwendet werden, die von Linsen oder 
Linsensystemen zur Formgestaltung der ubertragenen Lichtbundel, planaren 
oder gekrummten Spiegeln zur Umlenkung und gegebenenfalls zusatzlich 
zur Formgestaltung von Lichtbundeln, Prismen zur Umlenkung und 
gegebenenfalls zur spektralen Aufteilung von Lichtbundeln, dichroischen 
Spiegeln zur spektral selektiven Umlenkung von Teilen von Lichtbundeln, 
Neutralfiltem zur Regelung der ubertragenen Lichtintensitat, optischen 
Filtern oder Monochromatoren zur spektral selektiven Ubertragung von 
Teilen von Lichtbundeln oder polarisationsselektiven Elementen zur 
Auswahl diskreter Polarisationsrichtungen des Anregungs- oder 
Lumineszenzlichts gebildet werden. 

56. Analytisches System nach einem der Anspriiche 48-55, dadurch 
gekenzeichnet, dass die Einstrahlung des Anregungslichts in Pulsen mit 
einer Dauer zwischen 1 fsec und 10 Minuten erfolgt. 
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57. Analytisches System nach einem der Anspruche 48 - 56, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Emissionslicht aus den Messbereichen zeitlich 
aufgelost gemessen wird. 

58. Analytisches System nach einem der Anspruche 48 - 57, dadurch 
gekennzeichnet, dass zur Referenzierung des verfiigbaren Anregungslichts 
Lichtsignale aus der Gruppe gemessen werden, die von Anregungslicht am 
Ort der Lichtquellen oder nach ihrer Aufweitung oder nach ihrer 
Unterteilung in Teilstrahlen, Streulicht bei der Anregungswellenlange aus 
dem Bereich der einen oder mehreren raumlich getrennten Messbereiche, 
und iiber die Gitterstrukturen (c) oder (c') ausgekoppeltem Licht der 
Anregungswellenlange gebildet werden. 

59. Analytisches System nach Anspruch 58, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Messbereiche zur Bestimmung des Emissionslichts und des 
Referenzsignals identisch sind. 

60. Analytisches System nach einem der Anspruche 48 - 59, dadurch 
gekenzeichnet, dass die Einstrahlung des Anregungslichts auf und 
Detektion des Emissionslichts von einem oder mehreren Messbereichen 
sequentiell fur einzelne oder mehrere Probenbehaltnisse erfolgt. 

61. Analytisches System nach Anspruch 60, dadurch gekennzeichnet, dass 
sequentielle Anregung und Detektion unter Verwendung beweglicher 
optischer Komponenten erfolgt, die aus der Gruppe von Spiegeln, 
Umlenkprismen und dichroischen Spiegeln gebildet wird. 

62. Analytisches System nach Anspruch 61, dadurch gekennzeichnet, dass 
sequentielle Anregung und Detektion unter Verwendung eines im 
wesentlichen winkel- und fokusgetreuen Scanners erfolgt. 

63. Analytisches System nach einem der Anspruche 60 - 62, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Sensorplattform zwischen Schritten der 
sequentiellen Anregung und Detektion bewegt wird. 

64. Verfahren zum Lumineszenznachweis eines oder mehrerer Analyten in 
einer oder mehreren Proben auf mindestens fiinf oder mehr, raumlich 
getrennten Messbereichen 
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mit einer Vorrichtung, umfassend einen planaren optischen Wellenleiter als 
Bestandteil einer Sensorplattform und eine mit der Sensorplattform direkt 
oder uber ein dichtendes Medium vermittelt in Kontakt stehende, direkt 
dicht verschliessende oder iiber das dichtende Medium dicht verschlossene 
Schicht (g) mit einer Vielzahl von mindestens zur Seite der Sensorplattform 
offenen Aussparungen, welche eine Vielzahl von Probenbehaltnissen in 
einer zweidimensionalen Anordnung bilden, dadurch gekennzeichnet, dass 
in jeweils fiinf oder mehr diskreten Messbereichen (d) in einem einzelnen 
Probenbehaltnis unterschiedliche biochemische oder biologische 
Erkennungselemente zur spezifischen Erkennung und Bindung 
unterschiedlicher Analyten immobilisiert sind, wobei besagte Messbereiche 
in optischer Wechselwirkung mit dem Anregungslicht aus dem optischen 
Wellenleiter, als Bestandteil einer Sensorplattform, stehen, welche eine 
Begrenzungsflache dieser Probenbehaltnisse bildet, wobei den 
Probenbehaltnissen zugefiihrte Proben- oder Reagensfliissigkeiten abgefuhrt 
und nachfolgend weitere Proben- oder Reagensfliissigkeiten den gleichen 
besagten Probenbehaltnissen zugefuhrt werden konnen, und weiter dadurch 
gekennzeichnet, dass Anregungslicht in die Messbereiche geleitet wird, 
hierbei lumineszenzfahige Stoffe in den Proben oder auf den Messbereichen 
zur Lumineszenz angeregt und die abgestrahlte Lumineszenz gemessen 
wird. 

65. Verfahren nach Anspruch 64, dadurch gekennzeichnet, dass die 
besagten Messbereiche in optischer Wechselwirkung mit dem evaneszenten 
Feld von in dem planaren optischen Wellenleiter gefuhrtem Anregungslicht 
stehen. 

66. Verfahren nach Anspruch 65 mit einer Vorrichtung nach einem der 
Anspriiche 7 - 47, dadurch gekennzeichnet, dass (1) die isotrop abgestrahlte 
Lumineszenz oder (2) in die optisch transparente Schicht (a) eingekoppelte 
und iiber die Gitterstruktur (c) ausgekoppelte Lumineszenz oder 
Lumineszenzen beider Anteile (1) und (2) gleichzeitig gemessen werden. 

67. Verfahren nach einem der Anspriiche 64 - 66, dadurch gekennzeichnet, 
dass zur Erzeugung der Lumineszenz ein Lumineszenzfarbstoff oder 
lumineszentes Nanopartikel als Lumineszenzlabel verwendet wird, das bei 
einer Wellenlange zwischen 300 nm und 1 100 nm angeregt werden kann 
und emittiert. 
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68. Verfahren nach Anspruch 67, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Lumineszenzlabel an den Analyten oder in einem kompetitiven Assay an 
einen Analogen des Analyten oder in einem mehrstufigen Assay an einen 
der Bindungspartner der immobilisierten biologischen oder biochemischen 
oder synthetischen Erkennungselementen oder an die biologiscen oder 
biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen gebunden ist. 

69. Verfahren nach einem der Anspriiche 67 - 68, dadurch gekennzeichnet, 
dass ein zweites oder noch weitere Lumineszenzlabel mit gleicher oder 
unterschiedlicher Anregungswellenlange wie das erste Lumineszenzlabel 
und gleicher oder unterschiedlicher Emissionswellenlange verwendet 
werden 

70. Verfahren nach Anspruch 69, dadurch gekennzeichnet, dass das zweite 
oder noch weitere Lumineszenzlabel bei der gleichen Wellenlange wie der 
erste Lumineszenzfarbstoff angeregt werden kann, aber bei anderen 
Wellenlangen emittieren. 

71. Verfahren nach Anspruch 69, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Anregungsspektren und Emissionsspektren der eingesetzten 
Lumineszenzfarbstoffe nur wenig oder gar nicht uberlappen. 

72. Verfahren nach Anspruch 69, dadurch gekennzeichnet, dass zum 
Nachweis des Analyten Ladungs- oder optischer Energietransfer von einem 
als Donor dienenden ersten Lumineszenzfarbstoff zu einem als Akzeptor 
dienenden zweiten Lumineszenzfarbstoff verwendet wird. 

73. Verfahren nach einem der Anspriiche 64 - 72, dadurch gekennzeichnet, 
dass neben der Bestimmung einer oder mehrerer Lumineszenzen 
Anderungen des effektiven Brechungsindex auf den Messbereichen 
bestimmt werden. 

74. Verfahren nach einem der Anspriiche 64-73, dadurch gekennzeichnet, 
dass die einen oder mehreren Lumineszenzen und / oder Bestimmungen von 
Lichtsignalen bei der Anregungswellenlange polarisationsselektiv 
vorgenommen werden. 
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75. Verfahren nach einem der Anspriiche 64 - 74, dadurch gekennzeichnet, 
dass die einen oder mehreren Lumineszenzen bei einer anderen Polarisation 
als der des Anregungslichts gemessen werden. 

76. Verfahren nach einem der Anspriiche 64 - 75 zur gleichzeitigen oder 
sequentiellen, quantitativen oder qualitativen Bestimmung eines oder 
mehrerer Analyten aus der Gruppe von Antikorpern oder Antigenen, 
Rezeptoren oder Liganden, Chelatoren oder "Histidin-tag-Komponenten", 
Oligonukleotiden, DNA- oder RNA-Strangen, DNA- oder RNA-Analoga, 
Enzymen, Enymcofaktoren oder Inhibitoren, Lektinen und Kohlehydraten. 

77. Verfahren nach einem der Anspriiche 64 - 76, dadurch gekennzeichnet, 
dass die zu untersuchenden Proben natiirlich vorkommende 
Korperfliissigkeiten wie Blut, Serum, Plasma, Lymphe oder Urin oder 
Gewebeflussigkeiten oder Eigelb sind. 

78. Verfahren nach einem der Anspriiche 64 -76, dadurch gekennzeichnet, 
dass die zu untersuchende Probe eine optisch triibe Fliissigkeit, 
Oberflachenwasser, ein Boden- oder Pflanzenextrakt, eine Bio- oder 
Syntheseprozessbriihe ist. 

79. Verfahren nach einem der Anspriiche 64 -78, dadurch gekennzeichnet, 
dass die zu untersuchenden Proben aus biologischen Gewebeteilen 
entnommen sind. 

80. Verwendung eines Verfahrens nach einem der Anspriiche 64 - 79 zu 
quantitativen oder qualitativen Analysen zur Bestimmung chemischer, 
biochemischer oder biologischer Analyten in Screeningverfahren in der 
Pharmaforschung, der Kombinatorischen Chemie, der Klinischen und 
Praklinischen Entwicklung, zu Echtzeitbindungsstudien und zur 
Bestimmung kinetischer Parameter im Affinitatsscreening und in der 
Forschung, zu qualitativen und quantitativen Analytbestimmungen, 
insbesondere fur die DNA- und RNA-Analytik und die Bestimmung von 
genomischen oder proteomischen Unterschieden im Genom, wie 
beispielsweise Einzelnukleotid-Polymorphismen, zur Messung von Protein- 
DNA-wechselwirkungen, zur Bestimmung von Steuerungsmechanismen fur 
die m-RNA-Expression und fur die Protein(bio)synthese, fur die Erstellung 
von Toxizitatsstudien sowie fur die Bestimmung von Expressionsprofilen, 
insbesondere zur Bestimmung von biologischen und chemischen 
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Markerstoffen, wie mRNA, Proteinen, Peptiden oder niedermolekularen 
organischen (Boten-)Stoffen, sowie zum Nachweis von Antikorpern, 
Antigenen, Pathogenen oder Bakterien in der pharmazeutischen 
Protduktforschung und -entwicklung, der Human- und Veterinardiagnostik, 
der Agrochemischen Produktforschung und -entwicklung, der 
symptomatischen und prasymptomatischen Pflanzendiagnostik, zur 
Patientenstratifikation in der pharmazeutischehn Produktentwicklung und 
fur die therapeutische Medikamentenauswahl, zum Nachweis von 
Pathogenen, Schadstoffen und Erregern, insbesondere von Salmonellen, 
Prionen, Viren und Bakterien, insnesondere in der Lebensmittel- und 
Umweltanalytik. 
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